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1. Zusammenfassung 
Nach Verletzungen des Rückenmarkes adulter Säugetiere kommt es nur in sehr 
begrenztem Ausmaß zu spontanen Regenerationsvorgängen. Tierexperimentelle 
Untersuchungen zeigten, daß der eingeschränkten axonalen Regenerations-
fähigkeit verschiedene neuronale und nichtneuronale Ursachen zugrundeliegen, 
dabei wurde in den letzten Jahren die Aufmerksamkeit zunehmend auf die Rolle 
der eingeschränkten Entzündungsreaktion des ZNS, die Ablagerung potentiell 
regenerationshemmender Proteoglycane und die Zusammensetzung der 
extrazellulären Matrix gelenkt. Die komplexe posttraumatische Ent-
zündungsreaktion innerhalb des ZNS besitzt gegensätzliche Auswirkungen auf die 
Regeneration; einerseits kann sie sekundäre Gewebeschädigung verursachen, 
andererseits fördert sie die axonale Aussprossung. Es wird vermutet, daß die 
innerhalb des ZNS supprimierte Entzündungsreaktion die unvollständige 
Regeneration mitbedingt. Außerdem soll die Ablagerung von Proteoglycanen in 
ZNS-Läsionen die axonale Elongation hemmen. In der vorliegenden Studie 
wurden in einem klinisch relevanten tierexperimentellen Modell spinaler 
Kompressionsverletzungen die posttraumatische zelluläre Entzündungsreaktion 
sowie die Expression von Keratansulfat-Proteoglycan (KSPG) und ihr zeitlicher 
Zusammenhang mit endogenen Regenerationsvorgängen nach unterschiedlichen 
Überlebenszeiten (7, 14, 21 und 28 Tage postoperativ) immunhistochemisch 
untersucht und qualitativ sowie quantitativ ausgewertet. Die Ergebnisse zeigen, 
daß spontane endogene Regenerationsvorgänge nach Myelonverletzungen 
erstaunlich organisiert und in bemerkenswertem Ausmaß ablaufen. Diese gehen 
u.a. mit der Infiltration der Läsion durch Makrophagen, NGFr- (nerve growth 
factor receptor-) positive Zellen und mit dem Einsprossen von Axonen einher. 
Dieser Phase intensiver Regenerationsvorgänge folgt jedoch eine massive 
Reduktion der axonalen Elongation. Es ist eine eindeutige zeitliche Korrelation 
zwischen Regenerationsvorgängen und dem Aktivierungszustand der 
Makrophagen festzustellen. Zum Zeitpunkt der intensivsten axonalen 
Regenerationsvorgänge war die Expression des Phagozytosemarkers CR3 und 
somit wahrscheinlich auch die Makrophagenaktivität am größten, während die 
darauffolgende axonale Retraktion mit einem erheblichen Verlust der 
phagozytären CR3-Immunoreaktivität (IR), also vermutlich einer phagozytären 
Deaktivierung, einherging. Die Untersuchung der KSPG-Expression ergab, daß 21 
und 28 Tage postoperativ eine deutliche KSPG-Expression in der Läsion 
nachweisbar war, es bestand jedoch keine inverse räumliche Korrelation zwischen 
KSPG-reichen Regionen und NF200 kD-positiven Axonen, was darauf hindeutet, 
daß zumindest einige axonale Subpopulationen den potentiell inhibitorischen 
Effekt dieses Proteoglycans tolerieren können. Vergleiche des Phänotyps 
aktivierter Mikroglia und Makrophagen in der unmittelbaren Läsion und in 
sekundär degenerierenden Faserbahnen distal der Läsion zeigten, daß deutliche 
Unterschiede im Ablauf der Entzündungsreaktion zwischen diesen Regionen 
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bestehen. Zudem ergab eine als Pilotstudie durchgeführte semiquantitativ verglei-
chende Untersuchung der posttraumatischen MHC-II-Expression zwischen 
Wistar- und Sprague-Dawley- (SPRD) Ratten, daß SPRD eine erheblich 
intensivere MHC-II-Expression aufweisen, was insofern von Bedeutung ist, als 
daß MHC-II-positive antigenpräsentierende Zellen den chronischen 
immunologischen Status nach Rückenmarkverletzungen mitbeeinflussen. Die 
detaillierte Charakterisierung des Immunphänotyps posttraumatisch aktivierter 
Makrophagen kann als Vergleichsbasis für zukünftige experimentelle 
Therapieansätze dienen, z.B. könnte die Identifikation regenerationsfördernder 
Makrophagenpopulationen deren gezielte pharmakologische Manipulation und 
damit eine wenig- bzw. nicht-invasive therapeutische Möglichkeit zur Behandlung 
von Rückenmarkverletzung eröffnen.  
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2. Einleitung 
Eine Rückenmarkverletzung hat für den Betroffenen und sein soziales Umfeld, 
aber auch volkswirtschaftlich gesehen, gravierende Auswirkungen. Oft besteht 
eine erhebliche Einschränkung der Lebensqualität durch irreversible motorische, 
sensorische und vegetative Funktionsausfälle, deren Ausmaß von Art, 
Schweregrad und segmentaler Höhe des Traumas abhängt, wobei im Extremfall 
ein persistierendes Querschnittsyndrom entsteht (Kakulas 1999). In Europa leben 
z.Z. ca. 200000 Menschen mit traumatisch verursachten Querschnittslähmungen 
(Privat 1995), davon etwa 40000 in Deutschland. Die Inzidenz traumatisch 
bedingter Querschnittverletzungen liegt in Deutschland bei 1100 pro Jahr; 
hautsächlich sind junge Männer mit einen durchschnittlichen Alter von 28 Jahren 
betroffen, wobei Verkehrsunfälle eine häufige Ursache sind (Daten aus dem 
Antrag auf Förderung des Forschungsverbundes „Neurotrauma-NRW“ durch den 
BMBF Forschungsverbund Nordrhein-Westfalen; Kakulas 1999). Bisher steht 
eine klinisch anwendbare Therapie, die eine funktionell relevante Regeneration 
durchtrennter Axone nach Rückenmarksverletzungen ermöglicht, nicht zur 
Verfügung.  
Ramon y Cajal zeigte schon 1928 experimentell, daß nach Axotomie zentraler 
Neurone adulter Säugetiere keine funktionelle Restitution, sondern nur ein 
abortives Sprouting stattfindet (Ramon y Cajal 1928). Die Kenntnis der zugrunde-
liegenden Ursachen ist noch unvollständig, zu berücksichtigen sind jedoch sowohl 
neuronale als auch nicht-neuronale Mechanismen im Bereich sowie proximal und 
distal der Läsion (Stichel und Müller 1998; Nacimiento et al. 1999). Die 
komplexen Verschaltungen im neuronalen Netzwerk eines adulten ZNS verringern 
die Möglichkeit, durch Traumata unterbrochene synaptische Verbindungen mittels 
axonaler Aussprossung exakt wiederherzustellen; gleichzeitig schließt die 
fehlende axonale Regeneration das Knüpfen funktionell unsinniger synaptischer 
Verbindungen aus (Schwab et al. 1993). 
30% aller Rückenmarksverletzungen, die beim Menschen zumeist geschlossen, 
d.h. ohne Eröffnen der Dura mater erfolgen, führen zu einer massiven 
Kompression mit Erweichung des Rückenmarks in der betroffenen Höhe (Bunge 
et al. 1997). Nach rascher Nekrose der grauen und teilweiser oder vollständiger 
Zerstörung der weißen Substanz bildet sich eine bindegewebige Narbe. In 
manchen Fällen dehnt sich die Läsion in Form einer Syrinx weiter nach rostral 
bzw. kaudal aus, was zu zusätzlichen neurologischen Funktionseinschränkungen 
führen kann (Kakulas 1984; Schurch et al. 1996).  
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In der experimentellen Paraplegiologie wurden verschiedene Tiermodelle ent-
wickelt, um unterschiedliche Arten von Verletzungen des Myelons reproduzieren 
und somit die Traumafolgen auf molekularer, zellulärer und funktionaler Ebene 
untersuchen zu können (Fehlings und Tator 1988). Insbesondere das von Martin et 
al. konzipierte Modell erweist sich als geeignet zur Reproduktion von Kompres-
sionsläsionen, deren Pathologie der humaner Rückenmarkverletzungen sehr ähn-
lich ist (Martin et al. 1992). In autoptischen Befunden humaner Rückenmarkver-
letzungen zeigen sich ähnliche spontane Regenerationsvorgänge wie nach experi-
mentellen Myelonläsionen. Diese finden nach Rückenmarkverletzungen organi-
sierter und in weit größerem Ausmaß statt, als lange Zeit angenommen wurde 
(Wang et al. 1996; Brook et al. 1998a), die axonale Wiederaussprossung bleibt 
jedoch abortiv, und es kommt es nicht zur funktionellen Restitution.  
Bislang wurden zahlreiche neuronale, gliale und molekulare Mechanismen, die 
eine axonale Regeneration mit Wiederherstellung unterbrochener synaptischer 
Verschaltungen verhindern, entdeckt. Auf der Grundlage dieser Kenntnisse 
werden derzeit tierexperimentell Methoden zur Förderung der Regeneration 
axotomierter Neurone sowie zur Unterdrückung nicht-neuronaler 
regenerationshemmender Mechanismen entwickelt (Stichel und Müller 1998; 
Nacimiento et al. 1999). Das gezielte therapeutische Eingreifen in die komplexen, 
nach Myelonschädigungen ablaufenden Pathomechanismen erfordert jedoch 
detailliertere Kenntnis endogener Regenerationsvorgänge und der posttrau-
matischen Plastizität des ZNS.  
In den letzten Jahren wurde der Rolle der eingeschränkten Entzündungsreaktion 
des ZNS und der Zusammensetzung der extrazellulären Matrix mehr 
Aufmerksamkeit geschenkt. Es wird vermutet, daß die innerhalb des ZNS 
supprimierte Entzündungsreaktion die unvollständige Regeneration mitbedingt 
(Prewitt et al. 1997; Lazarov-Spiegler et al. 1998a) und daß die Ablagerung von 
Proteoglycanen in ZNS-Läsionen die axonale Elongation hemmt (Stichel und 
Müller 1998). Die vorliegenden Studie konzentriert sich auf die Untersuchung der 
posttraumatischen zellulären Entzündungsreaktion sowie der Expression des 
Proteoglycans Keratansulfat-Proteoglycan (KSPG) und ihren zeitlichen 
Zusammenhang mit endogenen Regenerationsvorgängen nach unterschiedlichen 
Überlebenszeiten (7, 14, 21 und 28 Tage postoperativ) in einem klinisch 
relevanten tierexperimentellen Modell spinaler Kompressionsverletzungen. Tab. 1 
gibt einen Überblick über die Funktion der untersuchten Makrophagenantigene. 
Die posttraumatische Entzündungsreaktion und die Proteoglycansynthese sind im 
Zusammenhang der komplexen zellulären und molekularen Interaktionen, welche 
die posttraumatische Plastizität des Myelons modulieren, zu betrachten. Daher 
folgen zunächst ein Überblick über einige neuronale und nicht-neuronale 
Mechanismen, welche die axonale Regeneration im ZNS beeinflussen sowie ein 
Vergleich mit Regenerationsvorgängen des peripheren Nervensystems. 
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Tab. 1: Übersicht über die Funktion der untersuchten Makrophagenantigene 
Anti-
körper Antigen Funktion des Antigens Referenzen 
ED1 Lysosomales 
Glycoprotein 
Assoziiert mit phagozytischer 
Aktivität 
Damoiseaux JG et 
al. 1994 
MHC II major 
histocompatibili-
ty complex II-
Antigen; Ia-
Antigen 
(immune-
associated) 
Zelluläre Erkennung während der 
Immunantwort; Antigenpräsenta-
tion an CD4-positive T-Helfer-
zellen, Kontrolle der T-Zell-Ant-
wort; Vermittlung der Autoim-
munreaktivität; evt. Aufrechterhal-
tung der immunologischen Tole-
ranz gegen neuronale Antigene im 
Stadium chronischer Rückenmark-
verletzungen; Signaltransduktion 
De Simone et al. 
1995; 
Finsen et al. 1993; 
Hart und Fabry 
1995; 
Jander und Stoll 
1996; 
Matsushima et al. 
1994; 
Perry und Gordon 
1988; 
Popovich et al. 
1997; 
Sedgwick et al. 
1993; 
Streit et al. 1989; 
Trede et al. 1991 
MHC I major 
histocompatibili-
ty complex I-
Antigen 
Antigenpräsentation an zytotoxi-
sche, CD8-positive T-Lympho-
zyten 
Hart und Fabry 
1995; 
Koshinaga und 
Whittemore 1995 
OX42 CD11b; 
complement type 
3 receptor (CR3) 
für iC3b 
Complementbindung, Adhäsion an 
Endothel und anderen Liganden; 
involviert in Phagozytose von 
Myelin 
Brück et al. 1992; 
Finsen et al. 1993; 
Perry und Gordon 
1988; 
Robinson et al. 
1986 
LFA-1 CD11a; 
lymphocyte 
function-
associated 
molecule 
Zusammen mit Ligand ICAM-1 
(intercellular adhesion molecule-1) 
kostimulatorisch für T-Zellen, 
reguliert antigenunabhängige 
zelluläre und Zell-Matrix-Inter-
aktionen; Zelladhäsion 
De Simone et al. 
1995; 
Finsen et al. 1993 
Hailer et al. 1996 
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3. Stand der Forschung 
3.1. Regeneration nach Verletzungen des peripheren Nervensystems 
Nach Verletzung eines peripheren Nerven finden regenerative Vorgänge in 
wesentlich größerem Ausmaß statt als nach Verletzungen des zentralen 
Nervensystems (ZNS). Schwannzellen, die das Myelin des peripheren 
Nervensystems bilden, und Makrophagen spielen eine entscheidende Rolle in der 
Regeneration des PNS (Perry et al. 1987; Hall 1989; Perry und Brown 1992; 
Bunge 1993). Nach Durchtrennung eines Nerven räumen Makrophagen und 
Schwannzellen das degenerierende distale Segment des Axons und Myelinreste 
ab. Schwannzellen werden in die Basallamina des distalen Nevenstumpfes 
eingebunden, die zuvor die Schwannzell-Axon-Einheit umgab, proliferieren und 
bilden die Büngner-Bänder, die das aussprossende Axon zum Nervenstumpf 
führen. Schwannzellen sezernieren neurotrophe Faktoren, z.B. NGF (nerve growth 
factor), BDNF (brain-derived neurotrophic factor) und CNTF (ciliary neurotrophic 
factor) (Übersichten: z.B. Bunge 1993; Raivich und Kreutzberg 1993). Zudem 
produzieren sie Adhäsionsmoleküle und extrazelluläre Matrixmoleküle wie 
Laminin. Der von Schwannzellen synthetisierte leukemia inhibitory factor (LIF) 
ist u.a. an der Regulation zellulärer Differenzierung und neuronalen Wachstums 
beteiligt. Nach Verletzung eines peripheren Nerven wird LIF von Schwannzellen 
vermehrt exprimiert, retrograd zum Zellkörper des Neurons transportiert und dort 
für die adäquate Änderung der posttraumatischen neuronalen Genexpression 
benötigt (Blesch et al. 1999). Schwannzellen beeinflussen demnach die axonale 
Aussprossung durch zwei sich ergänzende Mechanismen. Sie fördern die 
Regeneration von Nervenfasern durch Produktion verschiedener Wachstums-
faktoren und dienen gleichzeitig als Leitstruktur, die ein zielgerichtetes, 
orientiertes Wachstum der Axone ermöglicht. Der von Makrophagen und aus 
regenerierenden Neuronen freigesetzte transforming growth factor ß1 (TGF-ß1) 
induziert die morphologische und funktionale Transformation von Schwannzellen, 
wodurch die axonale Aussprossung begünstigende Verhältnisse geschaffen 
werden (Rogister et al. 1993).  
Nach Verletzungen des PNS kommt es entlang der axonalen Regenerationsstrecke 
zu einer ausgeprägteren Entzündungsreaktion als nach Verletzungen des ZNS. 
Unterschiede bestehen u.a. hinsichtlich der Zytokinexpression und der 
Aktivierung von Makrophagen, die nach Verletzungen des PNS in größerer 
Anzahl rekrutiert werden als nach Schädigungen des ZNS (Avellino et al. 1995; 
Streit et al. 1998). Die Wallersche Degeneration mit Phagozytose des distalen 
Anteils durchtrennter Axone und der Myelinscheiden findet im PNS innerhalb 
weniger Tage bis Wochen nach der Verletzung statt, nimmt im ZNS dagegen oft 
mehrere Monate in Anspruch (Perry et al. 1987; Avellino et al. 1995). 
Makrophagen stimulieren die Proliferation und Aktivierung von Schwannzellen 
durch Sekretion von Zytokinen, z.B. TGF-ß und IL-1 (Lindholm et al. 1987; 
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Kiefer et al. 1995; Rothwell und Hopkins 1995). Makrophagen synthetisieren 
zudem Apolipoprotein-E, das der Lipid-Umverteilung von degenerierenden zu 
regenerierenden Axonen dient, und vermitteln damit den Umsatz für die Rege-
neration notwendiger Strukturbausteine (Perry und Gordon 1988). Die 
verminderte Rekrutierung von Makrophagen im ZNS ist möglicherweise eine 
Ursache für die fehlende Regenerationsfähigkeit zentraler Axone (Lazarov-
Spiegler et al. 1998a). 
3.2. Reaktionen zentraler Neurone nach Verletzungen  
Nach Durchtrennung von Axonen des ZNS adulter Säugetiere findet keine voll-
ständige Regeneration, sondern nur ein abortives Sprouting statt. Das wirft die 
Frage auf, inwiefern axotomierte Neurone zum Überleben bzw. zur Regeneration 
fähig sind. Es zeigte sich, daß Neurone einiger Systeme des ZNS mehrere Monate 
nach einer Axotomie überleben, z.B. septo-hippocampale, corticospinale sowie 
rubrospinale Ursprungsneurone (McBride et al. 1989; Naumann et al. 1992; 
Tetzlaff et al. 1994), hingegen persistieren nur wenige retinale Ganglienzellen 
nach Axotomie des Nervus opticus (Thanos et al. 1993; Bähr und Bonhoeffer 
1994). Zahlreiche der im Clarke’s Nucleus gelegenen Ursprungsneurone des 
Tractus spinocerebellaris posterior degenerieren ebenfalls nach Axotomie, wobei 
die Exzitotoxizität glutamaterger Hinterwurzelafferenzen eine entscheidende Rolle 
spielt (Sanner et al. 1993). Der sichtbaren neuronalen Degeneration geht eine 
Reduktion des zytoskelettassoziierten Py-Antigens voraus (Brook et al. 1998b).  
Entscheidend dafür, ob ein axotomiertes Axon überlebt oder nicht, ist u.a. die 
Distanz der Läsion vom Perikaryon („near-far-effect“; Tetzlaff et al. 1994). 
Gewöhnlich führt eine somanahe Durchtrennung des Nerven zum Absterben des 
Neurons, während eine vom Perikaryon entferntere Axotomie überlebt werden 
kann. Allerdings weisen retinale, rubrospinale und kortikospinale Neurone nach 
proximaler Axotomie eine größere Regenerationskapazität auf als nach distaler 
Verletzung (Tetzlaff et al. 1994).  
Die Regenerationsfähigkeit zentraler Axone ist zudem altersabhängig (Chen et al. 
1995). Vor Ausreifung der Myelinisierung, d.h. in Abwesenheit Oligodendroglia-
assoziierter inhibitorischer Moleküle, ist die Regenerationskapazität kortiko-
spinaler Fasern wesentlich größer als nach vollständiger Myelinisierung des ZNS 
(Vanek et al. 1998). Der Verlust der postnatal zunächst noch bestehenden 
axonalen Regenerationsfähigkeit geht mit einer reduzierten Expression des 
Protooncogens bcl-2 einher (Chen et al. 1997). Allerdings führt die Expression 
wachstumsassoziierter Gene nicht immer zu erfolgreicher axonaler Regeneration, 
und umgekehrt findet in einigen regenerierenden Neuronen keine vermehrte 
Expression dieser Gene statt (Stichel und Müller 1998).  
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Nach Axotomie zentraler Neurone werden verschiedene Transkriptionsfaktoren, 
neuronale Adhäsionsmoleküle sowie wachstumsassoziierte Gene und Proteine, 
z.B. GAP (growth associated protein) -43, deren Synthese vor allem während der 
Entwicklung des Nervensystems stattfindet, reexprimiert (Tetzlaff et al. 1991; 
Hökfelt et al. 1994; Aubert et al. 1995). Die Regenerationsfähigkeit proximal 
axotomierter Neurone des Nucleus ruber der Ratte zeigt sich in einer vorüber-
gehend gesteigerten Expression des GAP-43 sowie der Zytoskelettproteine Aktin 
und Tubulin, was z.T. den regenerativen neuronalen Vorgängen nach Axotomie 
eines peripheren Nerven entspricht. Die Wiederaussprossung rubrospinaler Fasern 
bleibt jedoch unvollständig (Tetzlaff et al. 1994).  
Während die Axotomie peripherer Nerven zu einer gesteigerten neuronalen 
Expression des regenerationsassoziierten Transkriptionsfaktors c-jun führt, 
induziert die Läsion zentraler Axone keine bzw. nur eine geringe c-jun-Synthese 
im betroffenen Neuron (Jenkins et al. 1993; Broude et al. 1997). Im regene-
rierenden peripheren Nerven nimmt die c-Jun-Expression nach einem 
anfänglichen Anstieg innerhalb weniger Tage wieder ab, dagegen weisen nach 
zervikalen Rückenmarkverletzungen bereits atrophische Neurone selbst einige 
Wochen nach dem Trauma noch eine gesteigerte c-Jun-Synthese auf (Jenkins et al. 
1993).  
Traumatische Einwirkungen auf das ZNS schädigen nicht nur die unmittelbar 
betroffenen Neurone, sondern wirken sich auch auf das umliegende neuronale 
Netzwerk aus. Motoneurone, welche in spinalen Vorderhörnern kaudal einer 
Läsion liegen, reagieren auf eine Deafferenzierung, die durch Transsektion 
deszendierender Bahnen verursacht wird, mit persistierender Reduktion des 
Acetylcholingehalts (Nacimiento et al. 1996; Kakulas 1999). Die posttraumatische 
Plastizität einiger neuronaler Systeme zeigt sich am Beispiel kompensatorischer 
synaptischer Reorganisationsvorgänge nach zervikaler Hemisektion des Myelons 
adulter Ratten, die zu unilateraler Parese des Diaphragmas führt (Goshgarian et al. 
1989; Moreno et al. 1992). Dem „crossed phrenic phenomenon“ liegt eine 
Reinnervation des deafferenzierten Phrenikuskerns durch ipsi- und kontralaterale 
deszendierende bulbospinale Fasern zugrunde, wodurch es zur partiellen 
funktionalen Restitution der einseitig gelähmten Zwerchfellmuskulatur kommt 
(Moreno et al. 1992).  
In einer Umgebung, die für axonale Aussprossung permeabel ist, können zentrale 
Axone regenerieren und funktionsfähige synaptische Verbindungen mit urspüng-
lichen Zielneuronen eingehen. Eine Grundlage für die topographisch geordnete 
Reinnervation von Zielregionen ist die posttraumatische Reexpression von Leit-
molekülen, die während der Entwicklung des ZNS das axonale Wachstum koor-
dinieren (Bähr und Bonhoeffer 1994). Bei prinzipiell vorhandener, wenn auch 
eingeschränkter Regenerationsfähigkeit zentraler Neurone verhindern nicht-neuro-
nale Vorgänge im Bereich und distal der Läsion eine axonale Wiederaussprossung 
mit funktioneller Restitution. Aguayo (1985) zeigte dies mit dem Nachweis, daß 
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durchtrennte Axone des Nervus opticus der Ratte durch Aussprossung in einen 
implantierten Abschnitt eines peripheren Nerven ursprüngliche mesencephale 
Zielgebiete reinnervieren, was mit partieller funktioneller Restitution einhergeht 
(Aguayo 1985; Keirstead et al. 1989). Das periphere Nervensystem fördert 
demnach die axonale Wiederaussprossung im Gegensatz zum ZNS, in dem 
regenerationshemmende Faktoren dominieren.  
3.3. Posttraumatische Reaktionen im Bereich einer Rückenmarksver-
letzung 
Im unmittelbaren Bereich einer Rückenmarkverletzung sind zelluläre und 
molekulare Gewebereaktionen an der Ausbildung einer regenerationshemmenden 
Umgebung beteiligt, wobei sowohl direkte Traumafolgen als auch sekundäre 
Schädigungsmechanismen, die u.a. durch Entzündungszellen vermittelt werden, 
eine Rolle spielen (Tator 1995; Kakulas 1999). Unmittelbar nach dem Trauma 
kommt es zur Einblutung in die von einem dichten Kapillarnetz durchzogene 
graue Substanz. Die durch Gefäßrupturen und Vasospasmen verursachte 
Minderperfusion führt zu Hypoxie, Hypoglykämie und ischämischer Nekrose von 
Neuronen und Gliazellen (Schwab und Bartholdi 1996). Da auch Endothelzellen 
durch die Hypoxie geschädigt werden, kommt es zum Plasmaaustritt ins Gewebe 
und zum interstitiellen Ödem, welches durch Kompression der Venolen die 
Blutstase und Ischämie verstärkt (Tator 1995). Reperfusionsbedingte Schädi-
gungen und Elektrolytverschiebungen, v.a. der Anstieg des intrazellulären 
Calciums, führen ebenfalls zum Zelltod (Schwab und Bartholdi 1996). Exito-
toxische Aminosäuren, z.B. die aus Makrophagen freigesetzte Quinolinsäure, 
Aspartat oder Glutamat, erhöhen als NMDA (N-Methyl-D-Aspartat) -Rezeptor-
Agonisten den intrazellulären Calciumgehalt in Neuronen (Tator 1995; Schwab 
und Bartholdi 1996). Die Aktivierung Calcium-abhängiger Proteasen führt zur 
Zerstörung von Zellmembranen und zur Freisetzung von Arachidonsäure, deren 
Metabolite chemotaktisch, vasoaktiv und hämostaseologisch wirksam sind (Tator 
1995; Schwab und Bartholdi 1996). Bei der Bildung von 
Arachidonsäuremetaboliten entsteht reaktiver Sauerstoff, der außerdem durch die 
„oxidative burst“-Reaktion aus neutrophilen Granulozyten und Makrophagen frei-
gesetzt wird (Tator 1995; Schwab und Bartholdi 1996). Das geschädigte Gewebe 
ist besonders empfindlich gegenüber Sauerstoffradikalen, da es den oxidativen 
Streß aufgrund eingeschränkter Mitochondrienfunktion und verminderter 
Expression antioxidativ wirksamer Enzyme schlecht zu kompensieren vermag 
(Azbill et al. 1997). Aktivierte Mikroglia und Makrophagen tragen außerdem 
durch Freisetzung von Proteinasen und NO-Derivaten zur sekundären Gewebe-
schädigung nach Verletzungen des Rückenmarkes bei (Banati et al. 1993; Carlson 
et al. 1998). Der durch Endothelläsionen verursachte Zusammenbruch der Blut-
Hirn-Schranke ermöglicht den Einstrom von Entzündungszellen und Serum-
komponenten, z.B. Komplementfaktoren, aus dem Blut in die Läsion, wodurch 
sowohl sekundäre Schädigungsmechanismen als auch regenerations
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Vorgänge angestoßen werden können (Popovich et al. 1996a; Jaeger und Blight 
1997). An der entzündlichen zellulären Infiltration sind zunächst Granulozyten, 
Mono- und Lymphozyten beteiligt (Dusart und Schwab 1993; Carlson et al. 1998). 
Später herrschen Makrophagen und aktivierte Mikroglia vor, wobei reaktive 
Mikroglia morphologisch von aus dem Blut rekrutierten Makrophagen nicht mehr 
zu unterscheiden sind (Popovich et al. 1997; Streit et al. 1988).  
Nach einigen Tagen bis Wochen kommt es durch Proliferation und Hypertrophie 
von Astrozyten zur reaktiven Gliose. Aktivierte Astrozyten, die durch eine erhöhte 
GFAP (glial fibrillary acidic protein) -Immunoreaktivität gekennzeichnet sind, 
akkumulieren am Rand der Läsion und bilden eine für axonale Aussprossung 
undurchlässige Barriere (Schwab und Bartholdi 1996). Wurde durch das Trauma 
die Glia limitans des Rückenmarks verletzt, was z.B. bei 
Kompressionsverletzungen geschieht, migrieren Schwannzellen, Fibrozyten und 
Meningozyten in die Läsion und bilden durch Förderung der Neovaskularisation, 
durch Sekretion neurotropher Faktoren und durch Produktion extrazellulärer 
Matrixmoleküle eine für die begrenzt stattfindende axonale Regeneration günstige 
Umgebung (Tator 1995; Schwab und Bartholdi 1996). Nach 
Kontusionsverletzungen, die die Glia limitans unversehrt lassen, fehlt hingegen 
die dichte zelluläre Infiltration; die Bildung liquorgefüllter Zysten im Bereich der 
Läsion überwiegt (Bunge et al. 1997). Die Ursachen für die Entstehung der 
Zysten, die sich in unterschiedlichem Ausmaß rostrokaudal von der Läsion 
ausdehnen, sind noch ungeklärt (Bunge et al. 1994; Guizar-Sahagun et al. 1994; 
Williams 1995). Monate bis Jahre nach einem Rückenmarktrauma können sie zur 
Ausbildung einer Syringomyelie führen, die durch erhöhten Liquordruck mit 
sekundärer Kompression des Myelons progrediente neurologische Ausfälle 
hervorruft (Schurch et al. 1996; Milhorat et al. 1997). 
3.4. Ursachen fehlender axonaler Regeneration nach Schädigungen 
des ZNS 
3.4.1. Oligodendroglia-assoziierte regenerationshemmende Moleküle 
Während die myelinbildenden Zellen des peripheren Nervensystems die axonale 
Regeneration unterstützen, bilden die von Schwab et al. entdeckten Oligodendro-
glia-assoziierten Glycoproteine NI35 und NI250 eine wesentliche Ursache der 
fehlenden Regeneration durchtrennter Axone des ZNS (Caroni und Schwab 1989; 
Schwab et al. 1993). Die Blockierung der myelinassoziierten regenerations-
hemmenden Moleküle NI-35 und NI-250 durch den spezifischen Antikörper IN-1 
nach unilateraler Transsektion der Pyramidenbahn adulter Ratten führt zu lang-
streckigem Aussprossen durchtrennter Nervenfasern (Schnell und Schwab 1990, 
1993; Bregman et al. 1994; Schwab und Brosamle 1997). Bei Säugetieren wird 
das ZNS innerhalb der ersten Lebenswochen myelinisiert, wodurch die postnatale 
Entwicklungsphase des ZNS, in der eine hohe Permeabilität für axonales 
Wachstum besteht, beendet wird (Vanek et al. 1998). Im unverletzten ZNS adulter 
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Säugetiere dienen Myelin-assoziierte Glycoproteine wahrscheinlich der Stabi-
lisierung komplex verschalteter neuronaler Netzwerke. So ist z.B. die Synthese 
des wachstumsassoziierten Proteins GAP-43 invers mit der Expression 
Oligodendroglia-assoziierter inhibitorischer Moleküle korreliert (Kapfhammer 
und Schwab 1994). Nach Verletzungen beeinflussen Ausmaß und Geschwin-
digkeit der Myelinabräumung durch Makrophagen die axonale Regeneration 
(Perry et al. 1987; Frisen et al. 1994; Dyer et al. 1998). Daß es im verletzten ZNS 
adulter Säugetiere neben Oligodendroglia-assoziierten Wachstumsinhibitoren 
noch weitere bedeutende, die axonale Aussprossung verhindernde Faktoren geben 
muß, wird dadurch deutlich, daß nach Abräumen des Myelins im Bereich einer 
Läsion das proximale Segment durchtrennter Nervenfasern zwar wieder aussproßt, 
die Elongation in der Läsion trotz Abwesenheit Oligodendroglia-assoziierter 
inhibitorischer Moleküle jedoch einstellt (Stichel et al. 1995b). Zudem zeigte sich, 
daß die weiße Substanz des ZNS adulter Säugetiere in Abwesenheit von 
Glianarben für axonales Wachstum durchlässig ist (Davies et al. 1997) und daß 
Oligodendroglia-assoziierte inhibitorische Moleküle auch im regenerationsfähigen 
ZNS niederer Vertebraten vorkommen (Sivron und Schwartz 1994). Wie groß der 
relative Beitrag Oligodendroglia-assoziierter inhibitorischer Moleküle, 
extrazellulärer Matrixmoleküle und aktivierter Astrozyten an der Ausbildung einer 
regenerationshemmenden Umgebung im Bereich bzw. distal einer ZNS-Läsion ist, 
bleibt noch ungeklärt (Davies et al. 1997; Stichel und Müller 1998). 
3.4.2. Regenerationshemmende Faktoren im Bereich der Glianarbe und 
Einfluß der Proteoglycanexpression auf die axonale Regenerations-
fähigkeit 
Während nicht-akivierte bzw. unreife embryonale Astrozyten ein die neuronale 
Regeneration förderndes Milieu bilden (Giulian et al. 1993; Wunderlich et al. 
1994), sind astrozytäre Reaktionen auf Verletzungen des adulten ZNS komplex 
und haben hauptsächlich regenerationshemmende (Barrett et al. 1981; Reier et al. 
1983; Liuzzi und Lasek 1987; McKeon et al. 1991;), aber auch -fördernde (Rudge 
et al. 1992; Frisen et al. 1995) Auswirkungen, wobei möglicherweise die Art des 
Traumas und der daraus resultierende Aktivierungszustand der Astrozyten 
entscheidend dafür sind, welche Effekte überwiegen (Mansour et al. 1990; Frisen 
et al. 1994, 1995). So scheinen Areale mit isomorpher, die Wallersche Dege-
neration begleitender Astrozytenproliferation die axonale Aussprossung zu 
hemmen, während das sich im Bereich der Läsion bildende anisomorphe Narben-
gewebe durchlässig für axonale Regeneration ist (Mansour et al. 1990). Die 
Arbeitsgruppe um Privat konnte nach thorakaler Hemisektion des Myelons adulter 
Ratten durch lokale Applikation von Oxysterol die reaktive Astrogliose hemmen, 
was zur vermehrten Aussprossung deszendierender serotonerger Axone der 
intakten Gegenseite führt, welche deafferenzierte Gebiete kaudal der Läsion rein-
nervieren (Giménez y Ribotta et al. 1995). Von Astrozyten exprimierte Moleküle 
wie C-Tenascin oder Chondroitin-Sulphat-Proteoglycan (CSPG) besitzen mögli-
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cherweise regenerationshemmende Eigenschaften, wobei einige Untersuchungen 
jedoch widersprüchliche Ergebnisse erbrachten (Niquet et al. 1995; Stichel et al. 
1995a; Zhang et al. 1997).  
Während der neuronalen Entwicklung verliert das ZNS seine Fähigkeit zur 
axonalen Regeneration in dem Alter, in dem eine vermehrte Proteoglycansynthese 
einsetzt (McKeon et al. 1991; Pindzola et al. 1993; Davies et al. 1997). Einige 
glycosylierte Proteine, die während der neuronalen Entwicklung zahlreiche 
Funktionen ausüben, z.B. die Bildung neuronaler Grenz- und Leitstrukturen, die 
Regulation zellulärer Differenzierung, Signaltransduktion und Steuerung der 
axonalen Aussprossung, werden nach Verletzungen des adulten ZNS innerhalb 
und in der Umgebung der Läsion reexprimiert (Ruoslahti et al. 1989; Ruoslahti et 
al. 1991; Milev et al. 1994; Silver 1994; Margolis et al. 1996, Faissner 1997; Fitch 
und Silver 1997; Reviews: Laywell and Steindler, 1991; Margolis und Margolis 
1997). Repulsive Eigenschaften dieser Glycoproteine sollen zur fehlenden 
axonalen Regenerationsfähigkeit nach Verletzungen des ZNS beitragen. So wird 
die Reexpression von Chondroitin Sulfat Proteoglycan (CSPG) durch reaktive 
Astrozyten im verletzten Gehirn mit dem Verlust der Regenerationsfähigkeit 
transplantierter Ganglienzellen korreliert (Davies et al. 1997). In vitro 
Untersuchungen zeigten, daß ein Zusammenhang zwischen den 
regenerationshemmenden Eigenschaften von Narbengewebe des ZNS und der 
Expression von CSPG besteht (McKeon et al. 1991) und daß nach Spaltung von 
CSPG eine vermehrte axonale Aussprossung peripherer embryonaler Neurone, die 
in das verletzte Rückenmark adulter Ratten transplantiert wurden, stattfindet (Zuo 
et al. 1998). In vivo Experimente hingegen zeigten, daß die Regeneration 
durchtrennter Fornix-Fasern durch CSPG nicht gehemmt wird (Lips et al. 1995). 
Unsicherheit besteht auch hinsichtlich der Rolle von Tenascin, das als 
regenerationshemmend gilt (Faissner und Kruse 1990). Adulte Thalamusneurone 
sind jedoch in der Lage, durch ein Tenascin-reiches Transplantat eines peripheren 
Nerven zu regenerieren (Zhang et al. 1995). Sowohl Tenascin als auch einige 
Proteoglycane besitzen in Abhängigkeit von Zeitpunkt und Umgebung ihrer 
Expression regenerationshemmende oder -fördernde Eigenschaften, so daß ihr 
Beitrag zur Beeinflussung axonaler Regeneration noch nicht eindeutig geklärt ist 
(Stichel und Müller 1998). In vitro Experimente weisen darauf hin, daß der Effekt, 
den Proteoglycane auf die axonale Regenerationsfähigkeit ausüben, sowohl von 
der jeweiligen neuronalen Population als auch von der Zusammensetzung der 
Matrix, die den Neuronen als Substrat dient, abhängt (Dou und Levine 1995). 
Während CSPG und Keratan Sulfat Proteoglycan (KSPG) die Aussprossung cere-
bellärer und Hinterwurzelganglion-Neurone auf Laminin-bedeckten Oberflächen 
hemmen, wirken diese Proteoglycane nur schwach inhibitorisch bzw. sogar rege-
nerationsfördernd auf L1-bedeckten Oberflächen (Dou und Levine 1995). Im 
adulten ZNS wird KSPG von einer Subpopulation ramifizierter Mikroglia expri-
miert, wobei eine inverse Korrelation mit der speziesspezifischen Intensität der 
MHC-II-Expression besteht (Bertoletto et al. 1995, 1998; Jander und Stoll 1996b). 
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Welche Rolle die KSPG Expression bei pathologischen Prozessen des ZNS spielt, 
ist unklar. Die Transformation verzweigter Mikroglia in Makrophagen, die z.B. 
bei der experimentellen Autoimmun-Enzephalomyelitis (EAE), nach kortikalen 
Stichverletzungen und während Wallerscher Degeneration zentraler Faserbahnen 
zu beobachten ist, führt zu einem Verlust ihrer KSPG-Immunoreaktivität 
(Giordana et al. 1994; Jander und Stoll 1996a). Während der neuronalen 
Entwicklung soll KSPG ähnlich CSPG an der Ausbildung repulsiver 
Grenzstrukturen beteiligt sein. In vitro Untersuchungen wiesen darauf hin, daß 
KSPG die neuronale Adhäsion und die axonale Elongation hemmt (Cole und 
McCabe 1991). Welche Moleküle die Synthese einer undurchlässigen 
extrazellulären Matrix nach Verletzungen des ZNS triggern, ist noch nicht 
bekannt; möglicherweise spielen die Verletzung der Blut-Hirn-Schranke und die 
posttraumatische Entzündungsreaktion eine Rolle (Fitch und Silver 1997).  
Stichel et al. stellten fest, daß die Basalmembran, die einen wesentlichen Anteil 
der sich im Bereich von ZNS-Verletzungen bildenden Narbe darstellt, die axonale 
Elongation im Bereich der Läsion verhindert (Stichel und Müller 1998; Stichel et 
al. 1999b). Auch der Collagengehalt trägt vermutlich zu den regenerations-
hemmenden Eigenschaften des Narbengewebes bei. Wird die Ablagerung von 
Collagen Typ IV durch Applikation spezifischer Antikörper oder durch Inhibition 
der Collagen-Tripelhelix-Synthese gehemmt, sind durchtrennte Axone dazu fähig, 
die Läsion zu durchqueren und distal der Verletzung ursprüngliche Zielgebiete 
erneut zu innervieren (Stichel et al. 1999a).  
Weitere Substanzen, die für die Entstehung einer regenerationshemmenden 
Umgebung im Bereich der Läsion verantwortlich sein könnten, sind Chemo-
repellents wie Semaphorine und die Gruppe der Eph RPTKs (receptor protein 
tyrosine kinases; Miranda et al. 1999; Pasterkamp et al. 1999). Pasterkamp et al. 
verglichen die Expression des Chemorepellents Semaphorin III und seines 
Rezeptors, Neuropilin-1, in Läsionen des ZNS adulter und neonataler Ratten. 
Während Fibroblasten-ähnliche Zellen in ZNS-Läsionen adulter Ratten eine ver-
mehrte Semaphorin III-Expression aufwiesen, zeigte sich in ZNS-Verletzungen 
neonataler Ratten keine verstärkte Semaphorin III-Expression, jedoch eine 
massive axonale Regeneration (Pasterkamp et al. 1999).  
Astrozyten spielen eine Rolle in der Aufrechterhaltung der immunologischen 
Sonderstellung des ZNS. Durch Produktion von GM-CSF (granulocyte 
macrophage-colony stimulating factor) hemmen sie die Antigen-präsentierende 
Funktion von Mikroglia (Hayashi et al. 1993). Nach Verletzung der Blut-Hirn-
Schranke inaktivieren sie aus dem Blut einwandernde Makrophagen, evt. durch 
Sekretion von TGF-ß1 (O’Brien et al. 1994; Hailer et al. 1998). Möglicherweise 
wird durch die somit supprimierte Entzündungsreaktion die Regeneration nach 
Verletzungen des ZNS verzögert (Perry et al. 1987; Hirschberg et al. 1995).  
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3.4.3. Verzögerung der Wallerschen Degeneration im CNS 
Nach Durchtrennung zentraler Axone werden lediglich synaptische Terminalen 
schon nach wenigen Tagen phagozytiert, während die Wallersche Degeneration 
mit Phagozytose durchtrennter Axone und ihrer Myelinscheiden mehrere Monate 
beansprucht (Bähr und Bonhoeffer 1994; George und Griffin 1994; Avellino et al. 
1995). Die verzögerte, mit eingeschränkter Makrophagenreaktion und verspäteter 
Abräumung regenerationshemmende Myelinreste einhergehende Wallersche 
Degeneration im ZNS stellt möglicherweise einen Grund für die unvollständige 
axonale Wiederaussprossung zentraler Neurone dar (Brown et al. 1992; Avellino 
et al. 1995; Stoll und Jander 1999). 
3.4.4. Regenerationshemmende Einflüsse aktivierter Makrophagen und 
Mikroglia 
Aktivierte Mikrogliazellen induzieren möglicherweise die Apoptose von Oligo-
dendrozyten in der weißen Substanz proximal und distal der Läsion, was zu 
Demyelinisierung und Degeneration auch initial unverletzter Axone führt 
(Shuman et al. 1997). Zudem eliminieren sie Neurone, die nach Verletzungen des 
ZNS geschädigt wurden, zunächst jedoch überlebten, und die somit keine 
Möglichkeit zur Regeneration erhalten (Thanos et al. 1993). Aktivierte 
Mikrogliazellen synthetisieren inhibitorische Proteoglykane, außerdem regen aus 
dem Blut rekrutierte Makrophagen Astrozyten zur Produktion regenerationshem-
mender Matrixmoleküle an (Bovolenta et al. 1993; Fitch und Silver 1997). Als 
Antigen-präsentierende Zellen aktivieren MHC II-positive Makrophagen mit Hilfe 
kostimulatorischer Moleküle, z.B. B7, T-Lymphozyten, welche sowohl bei der 
EAE (experimental autoimmune encephalomyelitis) bzw. der Multiplen Sklerose 
als auch nach Rückenmarkverletzungen gegen ZNS-Antigene gerichtete 
Autoimmunreaktionen vermitteln und zu protrahierten Gewebeschädigungen 
führen können (Mizrachi et al. 1983; De Simone et al. 1995; Popovich, Stokes, 
Whitacre 1996; Popovich et al. 1998).  
3.5. Bedeutung der Entzündungsreaktion 
Eine Entzündungsreaktion ist als Antwort eines Gewebes auf Infektionen, Ver-
letzungen und andere Schädigungen der strukturellen Integrität zu verstehen und 
dient der Elimination von Pathogenen sowie der Regeneration verletzten 
Gewebes. Die Kardinalsymptome der Entzündung, d.h. rubor, calor, dolor, tumor 
und functio laesa, wurden schon in der Antike beschrieben und spiegeln die 
komplexen Reaktionen des geschädigten Gewebes wider. Während 
Entzündungsreaktionen peripherer Gewebe eingehend untersucht wurden, 
konzentrierte sich die Erforschung inflammatorischer Reaktionen des ZNS bisher 
auf immunologisch vermittelte Erkrankungen, z.B. die Multiple Sklerose. 
Entzündliche Veränderungen des ZNS spielen jedoch auch bei Tumoren, 
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Traumata, ischämischen Insulten, AIDS-Demenz und neurodegenerativen 
Krankheiten wie Morbus Alzheimer eine Rolle (Kreutzberg 1996; Matyszak 
1998).  
Während der Entzündungsreaktion wird das Gewebe mit Makrophagen infiltriert, 
die durch Freisetzung zahlreicher Faktoren und Zytokine die Regeneration beein-
flussen (Richardson und Lu 1994; Bartholdi und Schwab 1997). Innerhalb des 
ZNS vermitteln aktivierte Mikroglia, die einer morphologischen Transformation 
unterliegen, Interaktionen zwischen dem ZNS und dem Immunsystem (Giulian 
1987; Streit et al. 1988; Lotan und Schwartz 1994). Makrophagen, die das 
geschädigte Gewebe infiltrieren und Detritus phagozytieren, sezernieren zahl-
reiche Faktoren und Zytokine, von denen einige zur sekundären 
Gewebeschädigung führen, andere hingegen zur Regeneration beitragen (Perry et 
al. 1987; Lu et al. 1991; Hirschberg et al. 1994). Die posttraumatische 
Entzündungsreaktion nach Rückenmarkverletzungen ist daher als ein „zwei-
schneidiges Schwert“ zu betrachten. Ihre Intensität variiert in unterschiedlichen 
Bereichen des Nervensystems. Nach Schädigungen peripherer Nerven kommt es 
zu einer ausgeprägteren Entzündungsreaktion als nach Verletzungen des ZNS 
(Stoll und Jander 1999). Akute Entzündungsreaktionen, die z.B. durch Lipopoly-
saccharid- (LPS-) Injektionen hervorgerufen werden können, sind im ZNS 
schwerer auszulösen bzw. gehen im Vergleich zur Reaktion peripherer Gewebe 
mit einer verzögerten und geringeren Immunantwort einher. Die Gründe dafür sind 
noch nicht hinreichend bekannt; möglicherweise sollen im ZNS potentiell schäd-
liche entzündliche Reaktionen supprimiert werden (Kreutzberg 1996; Matyszak 
1998; Schwartz et al. 1999b). Auch innerhalb des ZNS besteht eine Hierarchie 
bezüglich des Ausmaßes von Entzündungsreaktionen. Die außerhalb der Blut-
Hirn-Schranke liegenden Meningen und der Plexus choroideus weisen eine dem 
PNS ähnliche Entzündungsantwort auf. Nach Rückenmarkverletzungen wird eine 
ausgeprägtere inflammatorische Reaktion induziert als nach Traumata des Gehirns 
(Schnell et al. 1999). Dies ist z.T. auf eine unterschiedliche Sensitivität gegenüber 
proinflammatorischen Zytokinen zurückzuführen. Die entzündliche Reaktion nach 
Verletzungen des PNS stellt eine entscheidende Voraussetzung für regenerative 
Vorgänge dar, die eingeschränkte Entzündungsantwort nach Schädigungen des 
ZNS und die verzögerte Abräumung regenerationshemmender Myelinreste durch 
Makrophagen tragen wahrscheinlich zur eingeschränkten axonalen Regeneration 
bei (Prewitt et al. 1997; Lazarov-Spiegler et al. 1998a). Schwartz und Mitarbeiter 
zeigten, daß die phagozytäre und sekretorische Aktivität von Makrophagen durch 
die Exposition von regenerierenden peripheren Nerven gesteigert, in der 
Umgebung des ZNS jedoch gehemmt wird (Zeev-Brann et al. 1998). Die immun-
supprimierenden Eigenschaften des ZNS vermindern die Makrophagenaktivierung 
während der posttraumatischen Entzündungsreaktion und verhindern dadurch 
wahrscheinlich schädigende Auswirkungen der Entzündungsreaktion, aber auch 
regenerationsfördernde phagozytäre Eigenschaften (Hirschberg et al. 1994; Zeev-
Brann et al. 1998).  
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Aktivierte Mikroglia und Makrophagen unterstützen die axonale Regeneration 
durch verschiedene Mechanismen. In-vitro-Untersuchungen zeigten, das im 
Bereich einer Läsion Makrophagen die Permeabilität für axonale Aussprossung 
erhöhen (David et al. 1990). In vivo beeinflussen phagozytäre Zellen die axonale 
Regeneration u.a. durch Sekretion von Zytokinen wie TGF-ß1 (transforming 
growth factor-ß1) und durch Synthese des extrazellulären Matrixproteins 
Thrombospondin (Chamak et al. 1994; Arber und Caroni 1995; Kiefer et al. 1995). 
Während der neuronalen Entwicklung und Regeneration beeinflussen Mikroglia 
und Makrophagen die Zusammensetzung der extrazellulären Matrix durch 
Sekretion von Proteinasen wie z.B. Plasminogen, die eine Rolle in der Steuerung 
der neuronalen Migration spielen (Perry und Gordon 1988; Kreutzberg 1996). 
Nach striatalen Verletzungen kommt es im Randbereich der Läsion zum Aus-
sprossen dopaminerger nigrostriataler Neurone (Batchelor et al. 1999). Die rege-
nerierenden Axone sind mit aktivierten Makrophagen und Mikroglia, die GDNF 
(glia cell line-derived neurotrophic factor) und BDNF (brain derived neurotrophic 
factor) produzieren, assoziiert. In größerem Ausmaß finden die regenerativen 
Vorgänge nach Transplantation z.B. adrenergen Gewebes in die striatale Läsion 
statt, und zwar auch dann, wenn das Transplantat nicht überlebt; entscheidend ist 
also weniger das Implantat als die Aktivierung von Makrophagen. Aktivierte 
Makrophagen und Mikroglia fördern die axonale Regeneration sowohl direkt 
durch Produktion von GDNF und BDNF als auch indirekt durch Sekretion von IL-
1 (Interleukin-1), das Astrozyten aktiviert und zur Sekretion weiterer neurotropher 
Faktoren wie CNTF (ciliary neurotrophic factor) und bFGF (basic fibroblast 
growth factor) und regenerationsfördernder extrazellulärer Matrixmoleküle anregt 
(Giulian et al. 1986; Perry und Brown 1992; Batchelor et al. 1999). Noch unklar 
ist, ob die Herkunft der Makrophagen, d.h. ihre Abstammung von ortsständiger 
Mikroglia oder ihre Rekrutierung aus dem Blut, ihre räumliche Verteilung (in der 
grauen oder weißen Substanz innerhalb bzw. distal der Läsion) und der Zeitpunkt 
ihrer Aktivierung (unmittelbar nach dem Trauma oder verzögert) das 
Vorherrschen regenerationsfördernder oder -hemmender Einflüsse mitbestimmen 
(Popovich et al. 1997). In diesem Zusammenhang sind auch die Art und Schwere 
des Traumas von Bedeutung, da sie mitbestimmen, welche Makrophagen-
population hauptsächlich rekrutiert bzw. aktiviert wird (Riva-Depaty et al. 1994; 
Popovich et al. 1997). Da es zahlreiche immunphänotypische, morphologische und 
funktionelle Unterschiede zwischen den verschiedenen Aktivierungsstufen der 
Mikroglia/ Makrophagen gibt, stellt sich außerdem die Frage, ob der relative 
Beitrag einer bestimmten Population an der Entzündungsreaktion beeinflussen 
kann, wie groß der regenerationsfördernde Einfluß ist.  
3.5.1. Beeinflussung der Entzündungsreaktion nach Myelonverletzungen 
Neben der Nutzung der antiinflammatorischen Wirkung von Methylprednisolon 
(Bracken et al. 1997) werden noch weitere therapeutische Möglichkeiten zur 
gezielten Beeinflussung der Entzündungsreaktion nach Rückenmarkverletzungen 
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erprobt. Entzündungszellen sezernieren abhängig vom jeweiligen Aktivierungs-
zustand regenerationsfördernde oder die sekundäre Gewebeschädigung verstär-
kende Faktoren. Durch adäquate Modulation der inflammatorischen Antwort 
lassen sich regenerationsfördernde Eigenschaften der Gliazellen verstärken und 
sekundäre Schädigungsmechanismen reduzieren (Schwartz et al 1999b). So führt 
die kombinierte Applikation von LPS (Lipoopolysaccharid), das Makrophagen zur 
Sekretion proinflammatorischer Zytokine anregt, und Indomethacin, das die 
Prostaglandinsynthese hemmt und die Blutzirkulation im verletzten Rückenmark 
fördert, zu einer partiellen Restitution motorischer Funktionen nach Kompres-
sionsverletzungen des Myelons adulter Ratten (Guth et al. 1994; Xiao et al. 1996).  
3.5.2. Transplantation von Makrophagen in das verletzte ZNS 
Mehrere Arbeitsgruppen zeigten, daß die Transplantation von Makrophagen bzw. 
Mikroglia in das verletzte ZNS adulter Ratten die axonale Regeneration 
unterstützt (Lazarov-Spiegler et al. 1996; Prewitt et al. 1997; Rabchevsky und 
Streit 1997; Schwarz et al. 1999a). Werden nach Transsektion des Rückenmarks 
adulter Ratten aktivierte Makrophagen in die Läsion implantiert, kommt es zur 
Aussprossung deszendierender Nervenfasern, was mit einer partiellen Restitution 
motorischer Funktionen einhergeht (Schwartz et al. 1999a). Franzen et al. (1998) 
zeigten, daß die Implantation autologer Peritonealmakrophagen in spinale 
Kompressionsläsionen adulter Ratten die Anzahl v.a. peptiderger Neurone 
innerhalb der Läsion erhöht. Implantierte Makrophagen fördern die axonale Aus-
sprossung durch Induktion der Bildung einer regenerationsfördernden extrazellu-
lären Matrix, durch Phagozytose von Myelin, durch Stimulation der Angiogenese 
und durch Sekretion von Zytokinen, die andere Gliazellpopulationen zur 
Produktion neurotropher Faktoren anregen, z.B durch Rekrutierung nerve growth 
factor-produzierender Schwannzellen durch Interleukin-1 oder TGF-ß1 
(Rabchevsky und Streit 1997; Franzen et al. 1998). Lazarov-Spiegler et al. 
entwickelten aufgrund der Feststellung, daß durch peripheres Nervengewebe 
aktivierte Makrophagen eine größere phagozytische Aktivität und ein höheres 
regenerationsförderndes Potential besitzen, ein neues experimentelles thera-
peutisches Konzept (Lazarov-Spiegler et al. 1998b; Zeev-Brann et al. 1998). 
Werden durch regenerierende periphere Nerven stimulierte Makrophagen in den 
durchtrennten Nervus opticus der adulten Ratte transplantiert, kommt es zur ver-
mehrten Abräumung von Myelindetritus und einer gesteigerten Regeneration des 
verletzten Sehnerven. Diese Methode führte auch nach experimentellen 
Rückenmarkverletzungen adulter Ratten zu funktionell signifikanten Verbes-
serungen der Regeneration motorischer Funktionen (Rapalino et al. 1998). 
Hingegen fördern Makrophagen, die zuvor Anteilen des ZNS exponiert waren, die 
axonale Regeneration deutlich weniger (Lazarov-Spiegler et al. 1998b). Das weist 
darauf hin, daß eine dem ZNS inhärente, z.T. reversible Immunsuppression 
stattfindet, die für die mangelnde Regeneration nach Verletzungen mitverant-
wortlich sein könnte (Zeev-Brann et al. 1998).  
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3.6. Endogene Regenerationsvorgänge nach Rückenmarkver-
letzungen 
Nach Rückenmarkverletzungen sind spontane regenerative Prozesse in einem 
größeren Ausmaß zu beobachten, als früher angenommen wurde (Beattie et al. 
1997; Brook et al. 1998a). Aus spinalen Hinterwurzeln einsprossende Schwann-
zellen bilden innerhalb der Läsion ein Gerüst, welches mit longitudinal 
orientierten Axonen assoziiert ist, die mehrere mm weit in die Läsion hinein-
wachsen (Beattie et al 1997; Brook et al. 1998a). Die Proliferation und 
Differenzierung der den Zentralkanal umgebenden Ependymzellen tragen zur 
Ausbildung eines Stützwerks, das die zelluläre Infiltration der Läsion und das 
Aussprossen von Axonen fördert, bei (Guth et al. 1985; Beattie et al 1997; 
Johansson et al. 1999). Den Ependymzellen werden außerdem Stammzell-
eigenschaften zugeschrieben (Johansson et al. 1999). In die Rückenmarkläsion 
einwandernde leptomeningeale Zellen, Astrozyten und Neurone exprimieren ver-
mehrt Neurotrophinrezeptoren, welche die axonale Aussprossung sowie Gliazell-
reaktionen vermitteln (Frisen et al. 1992). Drei bis vier Wochen nach dem Trauma 
nimmt die Anzahl orientierter Schwannzellen und Axone ab, es kommt zur 
Ausbildung einer astrozytären Narbe, die den zystische Gewebedefekt im Bereich 
der Läsion umgibt (Brook et al. 1998a). Anfängliche regenerative Vorgänge nach 
Myelonläsionen spiegeln sich auch in Veränderungen der Gefäßarchitektur wider 
(Imperato-Kalmar et al. 1997). Nach der initialen Gewebenekrose kommt es zum 
Aussprossen zahlreicher Blutgefäße auch in mit Makrophagen angefüllten 
Regionen. Das u.a. von Makrophagen und Astrozyten synthetisierte Zytokin TGF-
ß1 (O’Brien et al. 1994; Kiefer et al. 1995; Streit et al. 1998) spielt dabei 
möglicherweise eine Rolle als angiogenetischer Faktor (Imperato-Kalmar et al. 
1997). Nach einer Woche sistiert die Neovaskularisation jedoch und bleibt wie 
andere regenerative Vorgänge nach Myelonschädigungen unvollständig 
(Imperato-Kalmar et al. 1997).  
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4. Fragestellung 
1. Wie ist der Immunophänotyp der Makrophagen mit endogenen Regene-
rationsvorgängen im verletzten Rückenmark korreliert, und gehen Änderungen 
des phagozytären Phänotyps zeitlich mit dem Einsetzen abortiver axonaler 
Regeneration einher? Zur Klärung dieser Fragen wurde die zelluläre post-
traumatische Entzündungsreaktion nach einer experimentellen Kompressions-
verletzung bei der Ratte im zeitlichen Zusammenhang mit spontanen Regene-
rationsvorgängen qualitativ und semiquantitativ beschrieben.  
2. Besteht in diesem Läsionsmodell eine inverse räumliche Korrelation zwischen 
der Lokalisation der KSPG-Expression und regenerierenden Axonen? Dazu 
wurden der Zeitverlauf und die räumliche Verteilung der KSPG-Expression 
innerhalb und in der Umgebung der Läsion untersucht.  
3. Inwiefern unterscheidet sich der Ablauf der Entzündungsreaktion in Regionen 
sekundärer Gewebeschädigung und der primären Läsion? Dazu wurde die 
Immunoreaktivität (IR) aktivierter Makrophagen und Mikroglia in degene-
rierenden Fasersträngen distal der Läsion untersucht.  
4. Existieren Unterschiede in der Entzündungsreaktion zwischen den 
untersuchten Wistar-Ratten und anderen Rattenspezies? Zur Beantwortung 
dieser Fragen wurde zusätzlich die posttraumatische MHC-II-Expression in 
Sprague-Dawley-Ratten untersucht.  
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5. Material und Methoden 
Die Tierversuche der vorliegenden Studie wurden im Rahmen einer Kooperation 
der Klinik für Neurologie der RWTH Aachen mit den Abteilungen für Physiologie 
und Pathophysiologie, Neurologie, Neurochirurgie und Neuropathologie der 
Université de Liège in Belgien durchgeführt. Die Untersuchungen sind Bestandteil 
eines von der Europäischen Union (Biomed II) geförderten internationalen 
Verbundprojektes. Frau Dr. R. Franzen (Abteilung für Experimentelle 
Neuropathologie, Lüttich) operierte die Versuchstiere. Das Rückenmarksgewebe 
wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit in Aachen 
immunhistochemisch untersucht. Alle Experimente wurden entsprechend den 
Rules and Regulations of the Belgian National Funds for Scientific Research 
concerning the use and care of laboratory animals durchgeführt.  
5.1. Versuchstiere 
Als Versuchstiere dienten weibliche Sprague-Dawley- und Wistar-Ratten mit 
einem Körpergewicht von 200-250 g. Die Wistar-Ratten wurden nach fünf 
unterschiedlichen Überlebenszeiten nach der Operation (2, 7, 14, 21 und 28 Tage) 
getötet. Pro Überlebenszeit wurden jeweils vier Ratten benötigt. Zudem wurden 
vier Sprague-Dawley-Ratten (Überlebenzeiten: 7, 14, 21 und 28 Tage ) verwendet. 
Als Kontrollen dienten 4 weitere nicht operierte Wistar-Ratten. Die Versuchstiere 
wurden im Tierhaus der Abteilung für Experimentelle Neuropathologie der Uni-
versität Lüttich einzeln in Käfigen gehalten (Einstreu: Sägemehl). Sie wurden mit 
Futter und Wasser ad libitum versorgt. Die Raumtemperatur betrug ca. 20° C.  
5.2. Läsionsmodell 
Zur tierexperimentellen Reproduktion geschlossener Kompressionsverletzungen 
des Rückenmarks wurde von der Arbeitsgruppe um Dr. D. Martin in Lüttich ein 
Rattenmodell entwickelt, das mit Hilfe eines subdural plazierten aufdehnbaren 
Ballons eine Kompression des Rückenmarks ohne Eröffnung der Dura mater am 
Ort der Läsion ermöglicht (Martin et al. 1992). Mittels dieser Technik lassen sich 
Kompressionsläsionen des Myelons, die humanen Rückenmarkverletzungen glei-
chen (Kakulas 1984; Bunge et al. 1997), reproduzieren, quantifizieren und mit 
dem Schweregrad motorischer Ausfälle korrelieren.  
5.2.1. Operation 
Nach einer kurzen Äthernarkose erfolgte die Anästhesie der Ratten durch intra-
peritoneale Injektion von 10 mg/kg Xylazine und 75 mg/kg Ketalar. Unter Sicht 
durch ein Operationsmikroskop wurden auf Höhe des Segments Th 13 der Spinal-
kanal eröffnet und so die Hinterfläche des Myelons freigelegt. Der 2,5 mm lange 
und 0,88 mm dicke Ballon (Ingenor Paris, Modell GV 15) wurde an einem 
Katheter durch eine kleine Durainzision in den Subduralraum eingeführt und dann 
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2 Segmente weiter nach rostral bis auf Höhe des Segments Th11-12 vorgeschoben 
(s. Abb. 1). Dort füllte man ihn mit 40 µl dest. Wasser. Nach 5 min wurde der 
Ballon wieder geleert und zurückgezogen. Anschließend nähte man die Dura an 
der Stelle der Laminektomie und bedeckte sie mit subkutanem Fettgewebe. 
Daraufhin wurden Muskulatur, subkutanes Bindegewebe und die Haut in Lagen 
verschlossen und die Wunde desinfiziert.  
 
Aufgedehnter Ballon Rückenmark
 
Abb. 1  Läsionsmodell  (Martin et al. 1992) 
 
5.2.2. Postoperative Versorgung 
Während der Aufwachphase wurden die Versuchstiere durch Bestrahlung mit 
einer Rotlichtlampe vor Auskühlung geschützt. Zur Prophylaxe gegen Harnwegs-
infekte erhielten die Tiere eine Woche lang täglich eine intramuskuläre 
Temocillin-Injektion (50 mg/kg). Bis sich eine automatische Kontrolle der Blasen-
entleerung einstellte, wurde den Tieren zweimal täglich die Harnblase ausge-
strichen.  
5.3. Perfusion der Versuchstiere und Weiterverarbeitung des 
Gewebes 
Nach einer Überlebenszeit von jeweils 7, 14, 21 oder 28 Tagen wurden die Ratten 
unter Anästhesie mit 500 ml 4% Paraformaldehyd transkardial perfundiert. 4% 
Paraformaldehyd (PFA) in 0,1 M phosphatgepufferter Kochsalzlösung (phosphate 
buffered saline / PBS, pH = 7,4) wurde als Standard-Fixierlösung verwendet. Das 
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Rückenmark wurde entnommen und in 4% PFA bei 4°C für 24 h nachfixiert. Nach 
weiteren 48 Stunden Kryoprotektion in 30% Saccharosesösung in PBS bei 4° C 
wurde das Rückenmark mit dem Skalpell in acht Gewebsblöcke zerteilt, die den 
oberen und unteren zervikalen, den oberen und unteren thorakalen, den kranialen 
und kaudalen Anteil der Läsion sowie den oberen und unteren lumbosakralen 
Bereich enthielten. Mit dem Rückenmark unoperierter Kontrolltiere wurde analog 
verfahren. Die Gewebsblöcke wurden bei -80° C in flüssigem Isopentan einge-
froren und bis zur Weiterverarbeitung bei -80° C aufbewahrt. Am Kryomikrotom 
wurden 10 mm dicke transversale Gewebsschnitte angefertigt und auf mit Silane 
beschichtete Objektträger (5 min Aceton 100%, 5 min trocknen, 5 min Silane 2% 
in Aceton, 5 min trocknen, in H2O einige Male eintauchen, 5 min H2O dest, 
lufttrocknen, über Nacht in Wärmeschrank trocknen) aufgebracht. Jeweils 
unmittelbar aufeinanderfolgende Schnitte wurden auf unterschiedliche 
Objektträger aufgebracht, so daß aneinandergrenzende Schnitte mit den 
verschiedenen Antikörpern angefärbt werden konnten.  
5.4. Immunhistochemie und Histochemie  
Die MHC-II Expression wurde sowohl im Rückenmark der Wistar- als auch der 
Sprague-Dawley-Ratten untersucht. Die Expression aller anderen untersuchten 
Antigene wurde dagegen nur in Wistar-Ratten untersucht.  
5.4.1. Immunhistochemie nach der Avidin-Biotin-Methode 
Die Kryostatschnitte wurden bei Raumtemperatur getrocknet und zunächst für 10 
min in 80°C kaltem Aceton, dann für 5 min in 4% PFA nachfixiert, um eine Ent-
fettung und optimale Haftung auf dem Objektträger zu erzielen. Nach 
Inaktivierung der endogenen Peroxidase für 10 min in 0,3% H2O2 und 0,1% 
Natrium-Azid in PBS und einstündiger Blockierung der unspezifischen 
Antikörperbindung folgte die Inkubation mit dem 1.Antikörper (AK) über Nacht 
bei Raumtemperatur (RT). Die Konzentration jeden Antikörpers wurde so 
festgelegt, daß eine optimale Sensitivität und Spezifität der Markierung des 
nachzuweisenden Antigens erreicht wurde. Die Verdünnung der Antikörper 
erfolgte mit einer Lösung aus 3% Pferdeserum, 1% bovinem Serumalbumin und 
0,5% Triton X-100 in 0,1 mol PBS, die auch zur Blockierung der unspezifischen 
Antikörperbindung diente. Der Zusatz von Triton X-100 erhöht die Permeabilität 
des Gewebes.  
Am nächsten Tag wurden die Schnitte für 1 h bei RT mit dem biotinylierten 2. AK 
inkubiert. Da der monoklonalen Erstantikörper aus der Wirtsspezies Maus 
stammte, wurde ein Biotin-konjugierter IgG Zweitantikörper Pferd-anti-Maus IgG 
verwendet (Vector). Die Konzentration des 2.AK lag bei 1:500 in 0.1 mol PBS, 
2% Rattenserum und 1% BSA. Zur Präabsorption unspezifischer AK erfolgte 
zunächst die Inkubation des 2. AK mit Rattenserum für 30 min bei 4°C, woraufhin 
die Präzipitation unspezifischer Antigen-Antikörperbindungen durch fünf-
26  5. Material und Methoden 
minütiges Zentrifugieren bei 5000 Umdrehungen pro min erfolgte. Nach der 
Applikation des 2.AK erfolgte für 1 h die Inkubation mit dem Peroxidase-mar-
kierten Avidin -Biotin Komplex (ABC Standard, Vector), danach wurde die spezi-
fische Antikörperbindung durch fünfminütige Inkubation in einer Lösung aus 
0,05% 3,3´ Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB; Sigma) und 0.003% H2O2 
visualisiert. Vor und nach Inaktivierung der endogenen Peroxidase sowie ab der 
Inkubation mit dem 1. AK wurden die Schnitte nach jedem Färbeschritt in 0,1 mol 
PBS drei mal fünf min lang gewaschen, um Rückstände der Reagenzien zu 
entfernen. Als Negativkontrollen wurden Gewebsschnitte aus dem Läsionsbereich 
der jeweiligen Tiere bei der Färbung mitgeführt, bei denen die Applikation des 
Erstantikörpers entfiel. Stattdessen wurde das Material mit dem Antikörper-
lösungsmittel behandelt.  
Die Schnitte wurden mit DPX eingedeckelt, für photografische Zwecke wurden 
sie zuvor mit 0,02% Thionin gegengefärbt.  
5.4.1.1. Doppelfärbung: Methode der doppelten Peroxidasemarkierung 
(Levey et al. 1986) 
Diese Methode dient der gleichzeitigen Darstellung zweier unterschiedlicher 
Antigene in einem histologischen Präparat. Im Rahmen dieser Studie wurde die 
Doppelmarkierung nur für OX 42 (mAb gegen CR3) und Neurofilament 200 kD 
(polyklonal) durchgeführt, um die Beziehung zwischen Makrophagen und degene-
rierenden Axonen im Bereich der Läsion zu untersuchen. Zunächst erfolgten die 
Färbung mit dem mAb OX42 als 1. AK nach der Avidin-Biotin-Methode und die 
Visualisierung der Antikörperbindung mit DAB. Danach wurden die Schnitte für 
30 min in 0,3% H2O2 und 0,1% Natrium-Azid in PBS inkubiert, um die 
überschüssige Peroxidase des Avidin-Biotin-Komplexes zu inaktivieren. Dann 
wurde die Markierung mit dem anderen 1. AK (NF200 kD) durchgeführt. Dessen 
Visualisierung erfolgte nach Inkubation mit dem Sekundärantikörper und dem 
Avidin-Biotin-Komplex durch DBHC (Benzidin-Dihydrochlorid, Fluca). Dazu 
wurden die Schnitte zuerst für fünf min in einer Lösung aus 0,01% DBHC, 
0,025% Natrium-Nitroprussid (Natrium Nitroferricyanid, Sigma) und 10 % 0,1 
mol PBS (pH 6,8) in Aqua dest. inkubiert, die zuvor gefiltert werden mußte. 
Danach erfolgte die Färbereaktion durch dreiminütige Inkubation in 0,01% 
DBHC, 0,025% Natrium-Nitroprussid, 0.009% H2O2 und 10% 0,1 mol PBS (pH 
6,8) in Aqua dest.  
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5.4.1.2.  Tab. 2: Monoklonale Maus-Antikörper gegen Antigene der Ratte 
Antikörper Klon Antigen Verdün-nung Hersteller Referenz 
OX42 MRC OX-42 CD 11b; CR3 1:1000 Serotec 
Robinson et al. 
1986 
ED-1 ED-1 Lysosomales Glycoprotein 1:1000 Serotec 
Damoiseaux et 
al. 1994 
LFA-1 WT.1 CD11a; LFA-1 1:5000 Serotec 
Hailer et al. 
1996 
MHC-I MRC OX 18 
MHC I-
Antigen 1:5000 Serotec 
Koshinaga und 
Whittemore 
1995 
MHC-II MRC OX-6 
MHC II-
Antigen;  
Ia-Antigen 
(immune-
associated) 
1:100 Serotec Popovich et al. 1993 
KSPG 5D4 
Keratansulpha
t-Proteoglycan 
(KSPG) 
1:10000 ICN Bertoletto et al. 1993, 1998 
P75 nerve 
growth 
factor 
receptor  
(NGFr) 
 
p75 NGF 
receptor; low 
affinity 
neurotrophin 
receptor 
1:50 
zur Verfü-
gung 
gestellt von 
Dr. C. 
Wigley 
Society for 
Neuroscience 
Abstracts (1994) 
23.12 and 23.13; 
Huber und 
Chao, Develop-
mental Biology 
(1995) 167: 227-
38. 
NF 200 kD NE14 Neurofilament 200 kD 1:10000 Sigma 
Debus et al. 
1982 
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5.4.2. Färbung mit Isolectin 
Für diese Färbung wurden die Schnitte zunächst bei RT getrocknet. Nach 
Postfixation der Schnitte in 4% PFA und Inaktivierung der endogenen Peroxidase 
erfolgten die Inkubation mit 0,001% biotinyliertem Isolectin (Vector) in 0,1 mol 
PBS (pH 7,4) und 0,5% Triton X-100 über Nacht bei 4°C sowie die Visualisierung 
durch das Vector-ABC-System und DAB. Nach jedem Zwischenschritt wurden die 
Schnitte für drei mal fünf min in 0,1 mol PBS gewaschen.  
5.4.3. Nissl - Gegenfärbung 
Zur besseren Orientierung im histologischen Präparat erfolgte ein Gegenfärbung 
der Schnitte nach Nissl in Anschluß an die Peroxidasereaktion. Dazu wurden sie 2 
min lang in 0,02% Thionin-Lösung inkubiert, in der aufsteigenden Alkoholreihe 
dehydriert und dann mit Hilfe von DPX Mounting Medium mit einem Deckglas 
versehen. 
5.4.4. Doppelmarkierung: Methode der indirekten Immunfluoreszenz 
Nach dieser Methode können in einem histologischen Präparat zwei 
unterschiedliche Antigene gleichzeitig dargestellt werden. Die Doppelmarkierung 
für NGFr (192, monoklonal) und Neurofilament 200 kD (Sigma, 1:250, 
polyklonal) diente dazu, die Beziehung zwischen eingewanderten Schwann - 
Zellen und regenerierenden Axonen zu untersuchen. (Fotos entsprechend gefärbter 
Präparate wurden freundlicherweise von D. Plate zur Verfügung gestellt). Zudem 
wurde die Doppelmarkierung für Neurofilament 200 kD (polyclonal) und Keratan 
Sulphate Proteoglycan (KSPG, monoclonal) durchgeführt, um die Korrelation 
zwischen KSPG-Expression und aussprossenden Axonen zu untersuchen. Die 
Färbung erfolgte zunächst analog zur Avidin - Biotin - Methode, das Material 
wurde jedoch über Nacht bei Raumtemperatur in jeweils zwei Primärantikörpern 
gleichzeitig inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Schnitte gespült. Nach 
Präabsorption der Zweitantikörper mit 3% Rattenserum folgte für die NGFr-
NF200kD-Doppelmarkierung die Behandlung der Schnitte mit einem Gemisch aus 
einem Cy3- konjugierten Esel-anti-Maus-IgG-Antikörper (1:400) und einem 
DTAF-gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen-IgG-Antikörper (1:200, beide Jackson 
Research Laboratories). Für die KSPG-NF200kD-Doppelmarkierung wurden die 
Schnitte in Cy 2-konjugiertem Ziege-anti-Kaninchen, (1:100) und Cy 3-
konjugiertem Ziege-anti-Maus inkubiert (1: 800, beides Jackson Immuno). Nach 
den PBS-Spülungen konnten die Schnitte voll hydriert in Immunofloure Mounting 
Medium (ICN Chemicals) eingebettet werden. Die Präparate wurden mit einem 
konfokalen Zeiss Mikroskop mit BIO-RAD MRC1024 laser scanning imaging 
system untersucht: Dabei regte die starke annähernd monochromatische 
Lichtquelle des Argon - Krypton - Lasers die mit dem Zweitantikörper 
gekoppelten Flourochrome zur Emission im rotem (Cy3, Anregung bei l = 568 
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nm) bzw. grünen Wellenlängenbereich (DTAF, Anregung bei l = 488 nm) an. 
NGFr positive Zellen bzw. KSPG positive Strukturen, die von monoklonalen 
Maus-Antikörpern erkannt wurden, waren also durch ein rotes Signal 
gekennzeichnet. Dagegen wurden Axone grün dargestellt.  
5.5. Quantifizierung der Immunoreaktivität im Bereich der Läsion 
Im Zentrum der Läsion der operierten und im entsprechenden Segment (Th 10/11; 
Abb. 2) der Kontrolltiere wurde die Intensität der NF200 kD-IR, der NGFr-IR 
sowie die Immunoreaktivität der Makrophagenantigene CR3 (OX42), ED1 und 
MHC-I densitometrisch mit dem Bildanalysesystem „ipplus 2.0“ bestimmt. Die 
Messungen wurden in 5 Schnitten pro Tier erhoben, wobei die Messungen in 
jeweils 10 festgelegten Gebieten eines Querschnittes durch die Läsion erfolgten, 
um zu gewährleisten, daß die gemessenen Areale die durchschnittliche Immuno-
reaktivität der insgesamt sehr heterogen aufgebauten Läsionen repräsentativ 
widerspiegeln (s. Abb. 3A, B). Die geometrischen Daten der gemessenen 
Rechtecke wurden im Computer gespeichert, so daß die Messungen an den 
Präparaten aller Tiere in konstanten, gleich großen Gebieten durchgeführt wurden. 
Die Registrierung der densitometrischen Meßwerte der definierten Flächen 
basierte auf der unterschiedlich starken Transmission von Licht durch die 
gefärbten Präparate, die das Bildanalysesystem in 255 verschiedene Graustufen 
kodierte und entsprechend folgender Formel in die mittlere Dichte, d. h. die 
Intensität der jeweiligen Immunoreaktivität, umrechnete: 
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(D(XY) = Dichte; I(XY) = gemessene Graustufe; BL = maximal erreichbare Graustufe; 
IL = minimal erreichbare Graustufe; x, y = Koordinaten des gemessenen Pixels.) 
Hierbei bildete „schwarz“ die maximal erreichbare Graustufe. Der Graustufenwert 
des ungefärbten Hintergrundes blieb für alle Präparate konstant. Um durch 
ungleichmäßige Belichtung entstehende Meßartefakte auszugleichen, wurde für 
jedes Präparat der Transmissionswert des ungefärbten Hintergrunds gespeichert. 
Mit der Funktion „background correct“ wurde die jeweils gemessene Region um 
diesen Faktor korrigiert.  
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Nach der Erfassung der Dichtewerte wurden für jedes untersuchte Antigen 
zunächst die Mittelwerte für die einzelnen Tiere errechnet. Dann wurden die 
Mittelwerte aus den 4 Tieren der jeweiligen Überlebenszeiten gebildet. Für jede 
Überlebenszeit wurde der Quotient des Mittelwertes der operierten Tiere zu den 
Kontrolltieren ermittelt und als Prozentwert (OP/Kontrolle x 100) dargestellt. 
Außerdem wurden die mittleren Standardabweichungen graphisch dargestellt.  
 
Abb. 2:  Querschnitt durch das unverletzte Rückenmark auf Höhe der 
Kompression (Th 11); FD: Fasciculus dorsalis; FG: Fasciculus gracilis; FL: 
Fasciculus lateralis; FV: Fasciculus ventralis; Sg: Substantia gelatinosa; Py: 
Pyramidenbahn 
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Abb. 3A  Querschnitt durch die Kompressionsläsion, 28 Tage postoperativ, 
gefärbt mit Isolectin und Thionin, Skalierung: 0,5mm 
 
Abb. 3B  Camera lucida-Zeichnung des gleichen Präparates wie 3A, maßstäblich 
eingezeichnet sind die Felder, deren IR in jeder Läsion quantifiziert 
wurde. Skalierung: 1mm 
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5.6. Statistik 
Quantifiziert wurden die NF200 kD-IR, die NGFr-IR, die CR3 (OX42)-IR, die 
ED-1-IR sowie die MHC-I-IR im unoperierten Rückenmark und im Bereich der 
Läsion zu den verschiedenen Überlebenszeiten. Die LFA-1-IR wurde nicht 
gemessen, da LFA-1 im „normalen“ Gewebe nicht und in der Läsion zu allen 
Überlebenszeiten nur sehr gering exprimiert wird. Die IB4-Expression wurde 
nicht statistisch ermittelt, da außer Mikroglia/Makrophagen auch Blutgefäße und 
C-Fasern angefärbt werden (s. Kap. 7.1.) und bei der Quantifizierung miterfaßt 
würden.  
Es sollte statistisch geprüft werden, ob zwischen den untersuchten 
Überlebenszeiten signifikante Unterschiede der Immunoreaktivität der in der 
Läsion vorhandenen Makrophagen zu verzeichnen waren. Zudem sollte der 
Zeitverlauf der NF200kD- und der NGFr-Expression innerhalb der Läsion 
quantifiziert werden mit der Fragestellung, ob sich Hinweise auf eine mögliche 
Korrelation zwischen Immunophänotyp der Makrophagen und Infiltration der 
Läsion mit NGFr-positiven Zellen und NF200kD positiven Axonen ergeben. Für 
die Vergleiche wurde der paarige t-Test zur Signifikanzprüfung angewandt. Das 
Signifikanzniveau wurde so festgelegt, daß bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit (p) 
von p<0,05 definitionsgemäß ein signifikanter, bei p<0,01 ein sehr signifikanter 
und bei p<0,001 ein hochsignifikanter Unterschied bestand.  
Für jeden untersuchten Antikörper wurde die Immunoreaktivität des unoperierten 
Rückenmarkes als 100% festgelegt. Die Färbeintensität zu den unterschiedlichen 
Überlebenszeiten wurde jeweils prozentual auf die Immunoreaktivität des 
„normalen“ Gewebes bezogen. Dadurch ergaben sich für die Antigene NGFr 
(p75), ED1 und MHC-I zahlenmäßig sehr hohe prozentuale Steigerungen der post-
operativen Immunoreaktivität, da diese Antigene im unverletzten Rückenmark nur 
sehr schwach exprimiert werden. Der Bezug auf das normale Gewebe ist jedoch 
von Bedeutung, da der postoperative Zeitverlauf der im unverletzten Rückenmark 
sehr starken Expression des axonalen Antigens NF200 kD untersucht und mit der 
Expression der verschiedenen zellulären Marker zeitlich korreliert werden sollte.  
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6. Ergebnisse 
Die Operation führte zur vollständigen Kompression und hämorrhagischen 
Nekrose des Rückenmarkes auf der Höhe der unteren thorakalen Segmente. Nur 
einige Fasern in der äußeren weißen Substanz blieben zunächst erhalten und 
waren 2 Tage postoperativ noch nachweisbar, nach 7 Tagen waren sie jedoch 
degeneriert. Die Operation führte zu einer vollständigen, irreversiblen Lähmung 
der Hinterbeine. Während der ersten postoperativen Woche bestand eine schlaffe 
Lähmung der Hinterbeine, danach entwickelten sich eine zunehmende Spastik und 
eine automatische Blasenfunktion.  
6.1. Unverletztes Rückenmark 
In der grauen und weißen Substanz des Rückenmarks unoperierter Kontrolltiere 
fanden sich OX-42-positive ruhende Mikroglia. Transversale Schnitte zeigten 
zahlreiche OX-42-immunoreaktive Mikroglia in der grauen Substanz (Abb. 4A). 
Eine geringere Anzahl Mikroglia innerhalb der grauen Substanz war KSPG-
positiv (Abb. 4B). In Longitudinalschnitten durch das Rückenmark unoperierter 
Tiere konnten OX-42- (Abb. 4C) und KSPG- (Abb. 4D) positive Mikroglia in den 
Faserbahnen der weißen Substanz identifiziert werden. Sie befanden sich sowohl 
innerhalb der als auch zwischen den perlschnurförmig aneinandergereihten 
Oligodendroglia-Ketten. Auch angrenzend an Blutgefäße waren OX-42- bzw. 
KSPG-positive Mikroglia sichtbar. Die luminale Oberfläche der den Zentralkanal 
auskleidenden Ependymzellen war z.T. KSPG-positiv (Abb. 4E). Auch vereinzelte 
Zellen zwischen den Ependymzellen zeigten eine intensive KSPG-IR, waren 
jedoch mit OX-42 oder anderen Mikrogliamarkern nicht anfärbbar. Die spinalen 
Wurzeln und die Meningen waren KSPG-negativ (Abb. 4F). Mit dem Isolectin 
Bandeiraea simplicifolia (IB4) ließen sich verzweigte Mikroglia (Abb. 4G) in der 
weißen und grauen Substanz sowie Blutgefäße und Axone in der Substantia 
gelatinosa der Hinterhörner nachweisen. Im unverletzten Rückenmark zeigten sich 
NGFr-positive Axone im Bereich der Hinterhörner und im äußeren Bereich der 
Hinterstränge (Abb. 4H). Angrenzend an den Zentralkanal ließen sich wenige 
NGFr-positive Strukturen identifizieren, bei denen es sich vermutlich ebenfalls um 
Axone handelte. Im unoperierten Rückenmark wiesen verzweigte Mikroglia nur 
eine sehr schwache, punktförmige ED-1-Immunoreaktivität (IR) der Zellfortsätze 
auf. Die MHC-I-IR ruhender Mikroglia war ebenfalls sehr gering. LFA-1-positive 
Mikroglia fanden sich im unverletzten Rückenmark nicht.  
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Abb. 4 Unverletztes Rückenmark.  
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Zu Abb. 4 A) Ramifizierte OX-42 positive Mikroglia (Pfeile) zwischen Neuronen 
(Pfeilspitzen) in der grauen Substanz; B) Eine geringere Anzahl ramifizierter 
Mikroglia (Pfeile) zwischen den Neuronen (Pfeilspitzen) ist KSPG-positiv. C) 
CR3-positive Mikroglia finden sich in den Faserbahnen der weißen Substanz 
zwischen den aneinandergereihten Oligodendroglia (Pfeile) und an der Wand von 
Blutgefäßen (Pfeilspitzen). D) Eine ähnliche Verteilung fand sich für KSPG-
positive Mikroglia. E) KSPG-positive luminale Oberfläche der den Zentralkanal 
auskleidenden Ependymzellen (Pfeilspitzen) und vereinzelte KSPG-positive 
Zellen zwischen den Ependymzellen (Pfeile). F) KSPG-negative Meningen 
(Pfeilspitzen) angrenzend an KSPG-positive Mikroglia in der weißen Substanz 
(Pfeile). G) IB4-positive Mikroglia in der weißen Substanz (Pfeilspitzen); H) 
NGFr-positive Axone im Bereich der Hinterhörner (dicke Pfeile) und der 
Hinterstränge (dünne Pfeile). Skalierung: A, B: 30µm; C, D, F: 50µm; E: 20µm; 
G: 30µm; H: 240µm.  
 
Im Rückenmark nichtoperierter Wistar- und Sprague-Dawley-Ratten waren nur 
sehr wenige MHC-II-positive, zumeist mit Gefäßen assoziierte Zellen geringen 
Durchmessers nachweisbar, die häufig perivaskulären Zellen glichen. Zahlreiche 
MHC-II-positive Zellen waren hingegen im Subarachnoidalraum nachweisbar. Als 
Positivkontrolle für die MHC-II-Färbung dienten das Corpus pineale sowie der 
Plexus choroideus, die in beiden Spezies zahlreiche MHC-II-positive 
Makrophagen bzw. dendritische Zellen enthalten (Abb. 5A-D).  
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Abb. 5 A, B) MHC-II-positive Makrophagen im Plexus choroideus; C) Corpus 
pineale (Übersicht); D) MHC-II-positive Makrophagen und dendritische Zellen im 
Corpus pineale. Skalierung: A, B, D: 50µm; C: 250µm.  
 
6.2. Zelluläre Reaktionen im Bereich der Läsion 
Zwei Tage postoperativ fand sich viel NF200 kD-positiver axonaler Detritus in 
der Läsion. Intakte Axone waren nicht zu identifizieren. Das völlig mazerierte 
Gewebe war hämorrhagisch infarziert und mit Granulozyten infiltriert. Eine 
Woche postoperativ war die Läsion mit zahlreichen Haufen von Makrophagen, die 
traubenartig aneinandergelagert waren, infiltriert (Abb. 6A). Zu diesem Zeitpunkt 
wiesen die meisten Makrophagen eine starke OX-42-, ED-1- und MHC-I-
Immunoreaktivität auf, einige Makrophagen waren nur schwach markiert. Die 
Makrophagen waren auch mit IB4 intensiv anfärbbar (Abb. 6B). Intrazelluläre 
Granula der Makrophagen erschienen durch ihre starke ED-1-IR praktisch 
schwarz (Abb. 6C). Einige der MHC-I-positiven Makrophagen besaßen kurze 
Fortsätze (Abb. 6D). Innerhalb der Läsion zeigten sich kaum LFA-1-positive 
Phagozyten, die meisten Makrophagen waren LFA-1-negativ. Nur wenige im 
Randbereich der Läsion gelegene Makrophagen wiesen eine schwache LFA-1-IR 
der Zelloberfläche auf (Abb. 6E). Im an das intakte Gewebe angrenzenden 
peripheren Bereich der Läsion zeigten sich hingegen zu allen untersuchten 
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Überlebenszeiten LFA-1-positive aktivierte Mikroglia (nicht gezeigt). Diese 
fanden sich auch im äußeren Bereich der sich in der Hinterstrangregion 
ausdehnenden Zyste (Abb. 14F). Die die Läsion infiltrierenden Makrophagen 
waren zu diesem und zu den späteren Zeitpunkten KSPG-negativ.  
Die Läsion enthielt eine Woche postoperativ wenige NF 200-kD-positive Axone, 
die aus dem angrenzenden Gewebe in die Läsion einzusprossen begannen, und 
spindelförmige nerve growth factor receptor- (NGFr-) positive Zellen, die sich in 
enger Assoziation zu den Axonen befanden. Einige der NGFr-immunoreaktiven 
Zellen besaßen die Morphologie migrierender Schwannzellen und stammten wahr-
scheinlich aus geschädigten Hinterwurzeln. NGFr-positive Zellen befanden sich 
hauptsächlich in Regionen der Läsion, die dicht mit Makrophagen infiltriert 
waren. Der Aufbau der Läsion wirkte heterogen, d.h. einige Regionen enthielten 
viele, andere hingegen nur wenige oder keine Makrophagen und NGFr-positive 
Zellen. Die Schädigung spinaler Nervenwurzeln auf der Höhe der 
Kompressionsverletzung bzw. angrenzender Segmente war unterschiedlich stark. 
Geschädigte, “aktivierte” Wurzeln waren NGFr positiv, während intakte Wurzeln 
nur eine schwache NGFr-IR aufwiesen.  
Die statistische Auswertung (Abb. 12 A-E) ergab, daß 7 Tage postoperativ im 
Vergleich zum unverletzten Gewebe die OX42-IR hochsignifikant (p<0,001) um 
158±9% angestiegen war. Die ED-1-IR hatte ebenfalls hochsignifikant um 
1548±42% und die MHC-I-IR hochsignifikant um 7595±405% zugenommen. Es 
zeigte sich ein hochsignifikanter (p<0,001) Anstieg der NGFr (p75) IR im 
Vergleich zum unverletzten Gewebe um 1678±603%. Die NF200 kD-IR betrug 
eine Woche postoperativ 21±6% der NF200 kD-IR des unverletzten 
Rückenmarkes, was einem hochsignifikanten (p<0,001) Abfall der IR entsprach. 
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Abb. 6 Makrophagen in der Läsion, 7 Tage postoperativ. A) Die Läsion ist mit 
stark OX-42-positiven Makrophagen infiltriert, die traubenförmige Haufen bilden; 
einige Makrophagen sind nur schwach OX-42-positiv. B) starke Anfärbbarkeit der 
Makrophagen mit dem Lectin IB4, das auch Gefäße markiert (Pfeile); C) intensive 
ED-1-IR zytoplasmatischer Granula; D) MHC-I-positive Makrophagen besitzen 
z.T. kurze Fortsätze (Pfeilspitzen); E) In der Läsion befinden sich nur wenige 
schwach LFA-1-immunoreaktive Makrophagen (Pfeile), zumeist in der Nähe von 
Bindegewebstrabekeln oder Gefäßen, die Randbereiche der Läsion durchziehen. 
Skalierung: 50 µm.  
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14 Tage postoperativ war die Läsion mit dichtgepackten, „schaumigen“ Makro-
phagen unterschiedlichen Durchmessers (6-60 µm) angefüllt (Abb. 7). Die Makro-
phagen wiesen eine große Heterogenität bezüglich Größe, Morphologie und 
Immunoreaktivität auf. Der Durchmesser der Makrophagen schien im Vergleich 
zur kürzeren Überlebenszeit etwas angestiegen zu sein. Viele Makrophagen 
zeigten eine starke OX-42-, ED-1- und MHC-I-IR (Abb. 7A, C, D) und waren 
auch mit IB4 deutlich nachweisbar. Dabei wirkten Makrophagen mit kleineren 
Durchmessern stärker OX-42-, ED-1- und MHC-I-positiv als größere 
Makrophagen. Durch die IB4-Markierung wurde die unterschiedliche 
Morphologie der Makrophagen besonders eindrucksvoll sichtbar gemacht, hier 
schien die Stärke der Anfärbbarkeit jedoch unabhängig von der Größe der Zellen 
zu sein (Abb. 7B). Wie zuvor befanden sich nur sehr wenige LFA-1-positive 
Makrophagen innerhalb der Läsion, hauptsächlich in Bereichen, die von 
Bindegewebstrabekeln oder Gefäßen durchzogen wurden (Abb. 7E). Zahlreiche 
NF 200 kD-positive, einzeln oder in Bündeln verlaufende Axone, die z.T. 
Kollateralen besaßen, waren in der Läsion in enger Nachbarschaft zu den 
Makrophagen nachweisbar (Abb. 11). Die sehr heterogen aufgebaute Läsion, in 
der sich unterschiedlich große Zysten ausbildeten, wurde von NGFr-positiven 
Zellen durchflochten (Abb. 11), die zwischen den eng aneinanderliegenden 
Makrophagen ein dichtes Netzwerk bildeten.  
Die statistische Auswertung (Abb. 12) ergab einen Anstieg der OX42-IR im 
Vergleich zur früheren Überlebenszeit (7 Tage postoperativ) um 20±16%, der 
jedoch nicht signifikant war. Die ED-1-IR zeigte dagegen einen hochsignifikanten 
(p<0,001) Anstieg um 29±6% im Vergleich zur 7-tägigen Überlebenszeit, 
während die MHC-I-IR mit einen nicht signifikanten Anstieg um ca. 2% etwa 
gleich blieb. Verglichen mit der 7-tätigen Überlebenszeit war zu diesem Zeitpunkt 
die NF-200 kD-IR in der Läsion sehr signifikant (p<0,01) um 99±39, also ca. das 
Doppelte, angestiegen. Die NGFr (p75)-IR war hochsignifikant (p<0,001) um fast 
das Vierfache (380±60%) angestiegen. Doppelimmunofluoreszensfärbungen 
zeigten eine enge räumliche Korrelation zwischen NF200 kD-positiven Axonen 
und NGFr-positiven Zellen.  
Zu Abb. 7A-E: 14 Tage postoperativ ist die Läsion dicht mit Makrophagen 
unterschiedlichen Durchmessers infiltriert. A) Die meisten Makrophagen sind OX-
42-positiv, kleinere Makrophagen zeigen eine stärkere CR3-IR als größere. B) Die 
IB4-Markierung hebt die unterschiedliche Morphologie der Makrophagen 
besonders hervor, es besteht keine Relation zwischen Größe und Färbeintensität. 
C) Intensive ED-1-Markierung der Makrophagen, kleinere Zellen sind intensiver 
angefärbt als große. D) Auch die MHC-I-IR verhält sich umgekehrt proportional 
zur Größe der Makrophagen. E) Nur wenige kleine Makrophagen sind leicht LFA-
I-positiv (Pfeile), daneben fallen große, LFA-1-negative Makrophagen auf 
(Sterne). Skalierung: 50 µm. 
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Abb. 7A-E Makrophagen in der Läsion, 14 Tage postoperativ.  
21 und 28 Tage postoperativ war eine drastische Reduktion der OX-42-IR der in 
der Läsion vorhandenen Makrophagen nachweisbar (Abb. 8A). Nur in der Peri-
pherie der Läsion, in der Nähe der ebenfalls geschädigten Wurzeln, waren noch 
einige OX-42-positive Zellen vorhanden. Z.T bestand eine enge Korrelation 
zwischen OX-42-negativen Makrophagen und spindelförmigen Zellen (abb. 8A); 
in einigen Regionen, die mit OX-42-negativen Phagozyten angefüllt waren, fehlte 
jedoch die Infiltration mit spindelförmigen, Schwannzell-ähnlichen Strukturen (s. 
Abb. 14 A). Die immer noch sehr intensive Lectinfärbung verdeutlichte, daß die 
Anzahl der Makrophagen in der Läsion nicht abgenommen hatte (Abb. 8B). Nach 
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28 Tagen wiesen vereinzelte Makrophagen in der Läsion eine fehlende 
Anfärbbarkeit mit Isolectin auf. Hohe Vergrößerungen zeigten jedoch, daß es sich 
hier um degenerierende Makrophagen handelte, deren Membran perforiert war 
(Abb. 8C). Im Gegensatz zur massiv reduzierten CR3-IR erschienen die ED-1- 
und MHC-I-Expression verglichen mit kürzeren Überlebenszeiten nur leicht 
vermindert (Abb. 8D, E). Die LFA-1-IR war wie zuvor sehr schwach (Abb. 8F).  
Der Aufbau der Läsion erschien 21 bzw. 28 Tage postoperativ wie zuvor 
heterogen. Einige Bereiche enthielten Makrophagen und NGFr-positive Zellen, in 
anderen überwog die Zystenbildung. Makrophagen und spindelförmige Zellen, die 
in Form von Trabekeln in die Läsion einsproßten, befanden sich wie zuvor in 
enger räumlicher Assoziation (Abb. 8A). Im Vergleich zur 7- und 14-tägigen 
Überlebenszeit hatte die Anzahl NF 200 kD-positiver Axone abgenommen. 
Parallel dazu war vermehrt NF 200 kD-positiver Detritus in der Läsion 
nachweisbar. Um zu überprüfen, ob der NF200 kD-positive axonale Detritus mit 
den wenigen noch vorhandenen OX-42-positiven Makrophagen assoziiert war, 
wurden Doppelfärbungen für NF200 kD und OX42 durchgeführt (Abb. 9). Die 
Doppelfärbungen zeigten jedoch keine Korrelation zwischen der OX-42-IR der 
Makrophagen und der Phagozytose von NF 200 kD-positivem Detritus. 
Unabhängig von der Intensität der OX-42-Expression enthielten nur vereinzelte 
Makrophagen NF 200 kD-positives phagozytiertes Material.  
Die statistische Auswertung (Abb. 12) zeigte 21 Tage postoperativ einen Abfall 
der CR3-IR im Vergleich zur 14-tägigen Überlebenszeit um 77±1%. Die CR3-IR 
der Läsion betrug zu diesem Zeitpunkt weniger als die Hälfte (43±3%) der CR3-
IR des unverletzten Rückenmarkes. Der t-Test ergab, daß die CR3-IR 21 Tage 
postoperativ hochsignifikant niedriger (p<0,001) als zu den früheren untersuchten 
Überlebenszeiten und auch als im normalen Gewebe war. 28 Tage postoperativ 
war ein weiterer sehr signifikanter (p<0,01) Abfall der OX-42-IR auf ca. die 
Hälfte (46±26%) des vorherigen Wertes zu verzeichnen, die CR3-IR betrug 
nunmehr 20% des Ausgangswertes im unverletzten Gewebe und lediglich ca. 11% 
der maximalen OX-42 IR, die 14 Tage postoperativ zu verzeichnen war. Weder 
zwischen 14 und 21 noch zwischen 21 und 28 Tagen fand eine signifikante 
Reduktion der ED-1-IR statt. (Die ED-1 IR nahm zwischen 14 und 21 Tagen 
lediglich um 8±6%, zwischen 21 und 28 Tagen postoperativ um 5±13% ab). Sie 
betrug 28 Tage postoperativ noch ca. 87% der maximalen IR, die 14 Tage 
postoperativ erreicht wurde. Zwischen 14 und 21 Tagen postoperativ war eine 
signifikante (p<0,05) Reduktion der MHC-I-IR um 35±22% zu verzeichnen. 
Zwischen 21 und 28 Tagen nahm die MHC-I-IR dann nicht mehr signifikant, um 
7±12%, ab.  
Statistisch ließ sich 21 Tage postoperativ ein sehr signifikanter (p<0,01) Abfall 
der NF200 kD-IR auf 51±10% der IR, die 14 Tage postoperativ in der Läsion 
nachweisbar war, feststellen. Wie zur 7-tägigen Überlebenszeit betrug die NF200 
kD-IR jetzt ungefähr 21% der Intenstät des unverletzten Gewebes. Weitere 7 Tage 
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später war die NF200 kD-IR um 29±23% gefallen, was jedoch keinem 
signifikanten Rückgang entsprach. Die NGFr-IR hatte 21 Tage postoperativ im 
Vergleich zur 14-tägigen Überlebenszeit um ca. 50% zugenommen. Aufgrund der 
sehr hohen Standardabweichung (52%) entsprach dies jedoch keiner signifikanten 
Steigerung. Die semiquantitative Auswertung der Präparate bestätigte, daß sich 
der Aufbau der Läsion besonders hinsichtlich der Infiltration mit NGFr-positiven 
Zellen sehr heterogen gestaltete. Es läßt sich also nicht sagen, ob zwischen 14 und 
21 Tagen eine unterschiedlich dichte Infiltration der Läsion mit NGFr-markierten 
Zellen bestand. Auch zwischen 21 und 28 Tagen postoperativ zeigte sich keine 
signifikante Reduktion der NGFr-IR, lediglich eine nicht signifikante Abnahme 
um 17±29%. Wie zuvor bestand zwischen Axonen und NGFr-positiven Zellen 
eine enge räumliche Assoziation.  
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Abb. 8A-F  Makrophagen in der Läsion, 21-28 Tage postoperativ.  
A) OX-42-negative Phagozyten in der Läsion (Sterne). Die Makrophagen befinden 
sich in enger Assoziation zu Zellen mit Thionin-gefärbten spindelförmigen Zell-
kernen, die die Läsion durchziehen (Pfeilspitzen). B) Die intensive IB4-
Markierung zeigt, daß die Läsion wie zuvor dicht mit Makrophagen infiltriert ist. 
C) Nach 28 Tagen zeigen sich einige IB4-negative, degenerierende Makrophagen 
in der Läsion (Sterne), deren Zellmembran perforiert ist (Pfeilspitzen). D) Die ED-
1-IR hat nach 21 Tagen nur leicht abgenommen, es zeigt sich jedoch ein 
diffuseres, intrazelluläres IR-Muster. E) Auch die MHC-I-IR ist im Vergleich zu 
früheren Überlebenszeiten nur wenig reduziert, die Membran der Makrophagen ist 
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deutlich MHC-I-positiv. F) Wie zuvor befinden sich hauptsächlich LFA-1-
negative Makrophagen in der Läsion (Sterne). Skalierung: 50 µm.  
 
 
Abb. 9 Doppelfärbung NF 200 kD-positiver Axone (braun) und OX-42-
positiver  Makrophagen (grün), 21 Tage postoperativ. In der Läsion haben wenige 
Makrophagen NF 200 kD-positive Axonfragmente phagozytiert (Pfeile), andere 
enthalten nur sehr wenig oder gar keinen NF 200 kD-positiven Inhalt (Sterne). Es 
besteht keine Korrelation zwischen der Intensität der OX-42-IR und der 
Phagozytose von Axonen. Skalierung: 40 µm.  
 
6.3. KSPG-Expression innerhalb und in der Umgebung der Läsion 
Die KSPG-Expression innerhalb und in der Umgebung der Läsion wurde 7, 14, 21 
und 28 Tage postoperativ untersucht. Dabei konnte sowohl eine zelluläre als auch 
eine extrazelluläre KSPG-Expression nachgewiesen werden. Anders als die rami-
fizierten Mikroglia zeigten Makrophagen zu allen untersuchten Überlebenszeiten 
keine KSPG-IR. 7 Tage nach der Operation war im Zentrum der Läsion nur eine 
sehr geringe KSPG-Expression nachweisbar. Es zeigte sich jedoch in den 
unmittelbar an die Läsion angrenzenden Regionen eine intensive KSPG-IR im 
Neuropil zwischen geschädigten Neuronen (Abb. 10A, B). KSPG-positive 
spindelförmige zelluläre Elemente sowie aktivierte Mikroglia waren ebenfalls 
sichtbar. Auch nach 14 Tagen war die KSPG-IR im Zentrum der Läsion noch 
gering. Zwischen 14 und 21 Tagen nach der Operation war jedoch ein massiver 
Anstieg der KSPG-IR innerhalb der Läsion zu verzeichnen. Die Verteilung der 
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KSPG-Expression war sehr heterogen. Einige Regionen der Läsion waren stark 
KSPG-positiv, wohingegen andere keine KSPG-IR aufwiesen (Abb. 10C, D). In 
einigen Gebieten konnte diffuse KSPG-IR zwischen den dicht gepackten 
Makrophagen nachgewiesen werden (Abb. 10E), während andere Stellen KSPG-
positive spindelförmige Zellen enthielten (Abb. 10F). Doppelimmunofluoreszenz-
färbungen verdeutlichten, daß keine inverse Korrelation zwischen intensiv KSPG-
positiven Arealen und dem Gehalt an Axonen bestand. Einige KSPG-positive 
Regionen enthielten zahlreiche Axone, während in anderen keine Axone 
nachweisbar waren (Abb. 10G, H). Zu allen untersuchten Überlebenszeiten 
konnten in degenerierenden Faserbahnen distal der Läsion KSPG-positive 
aktivierte Mikroglia nachgewiesen werden. Einige waren verzweigt, während 
andere, die sich in einem stärkeren Aktivierungsgrad befanden, kurze, retrahierte 
Fortsätze und runde Zellkörper besaßen.  
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  Abb. 10A-H  KSPG-Expression innerhalb und in der Umgebung der Läsion
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Zu Abb. 10 A-H (S. 45) KSPG-Expression innerhalb und in der Umgebung der 
Läsion  
A) 7 Tage postoperativ zeigte sich in unmittelbar an die Läsion angrenzenden 
Regionen (weißer Stern) eine intensive KSPG-IR im Neuropil zwischen geschä-
digten Neuronen. Die Makrophagen-reiche Läsion (schwarzer Stern) enthielt 
wesentlich weniger KSPG. B) Geschädigte Neurone (dicke Pfeile) im an die 
Läsion angrenzenden, KSPG-reichen Gewebe; KSPG-negative, z.T. mehrkernige 
Makrophagen (dünne Pfeile) in der Läsion; C) 28 Tage postoperativ war eine 
intensive, heterogene KSPG-IR im Zentrum der Läsion nachweisbar. Neben 
KSPG-reichen Regionen (weißer Stern) existieren KSPG-freie Gebiete (schwarzer 
Stern). D) Vergrößerung des Ausschnitts aus (C): intensive KSPG-IR 
extrazellulärer Matrix-ähnlicher Strukturen. E) KSPG-Ablagerung (Pfeil) 
zwischen Makrophagen; F) KSPG-positives Zytoplasma einer Zelle mit 
spindelförmigem, Thionin-gefärbten Zellkern (Pfeil); G, H) Die Doppelimmuno-
fluoreszenzmarkierung von KSPG (rot) und NF200 kD (grün) verdeutlicht, daß 
innerhalb der Läsion keine eindeutige räumliche Korrelation zwischen intensiv 
KSPG-positiven Arealen und dem Gehalt an Axonen bestand. G) In einigen 
Regionen fand sich eine inverse räumliche Korrelation, d.h. NF200 kD-positive 
Axonbündel (dicke Pfeile) fanden sich in KSPG-negativen Regionen, während 
KSPG-haltige Gebiete (Pfeilspitzen) keine Axone enthielten.  H) In benachbarten 
Regionen bestand eine enge räumliche Korrelation zwischen NF 200kD-positiven 
Axonen (dicke Pfeile) und KSPG-positiven Strukturen (Pfeilspitzen). Auffälliger-
weise sind KSPG- und NF200-kD-positive Elemente ähnlich orientiert und 
teilweise parallel angeordnet. Skalierung: A: 100 µm; B: 50 µm C: 50µm: D: 30 
µm; E: 50µm; F: 20µm: G, H: 20 µm.  
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Abb. 11A-F  Einsprossung von Axonen und NGFr-positiven Zellen in die Läsion 
 
A) 14 Tage postoperativ konnten zahlreiche NF200 kD-positive Axone innerhalb 
der Läsion identifiziert werden, die aus dem angrenzenden Gewebe in die Läsion 
einwuchsen (Pfeile). Längsschnitte verdeutlichten die longitudinale Orientierung 
der Axone. B) Die z.T. kollateralisierten Axone (schwarze Pfeile) befanden sich in 
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enger räumlicher Assoziation zu den dicht gepackten Makrophagen (weiße Pfeile). 
C) Innerhalb der Läsion sind zahlreiche spindelförmige NGFr-positive zelluläre 
Elemente nachweisbar (Pfeile). D) Sowohl NF200 kD-positive kollateralisierte 
Axone (Pfeil) als auch Bündel von Axonen (Pfeilspitze) lassen sich in der Läsion 
identifizieren. E) Die Doppelimmunofluoreszenz-Markierung verdeutlicht die 
enge räumliche Assoziation zwischen NF200 kD-positiven Axonen (gelb) und 
NGFr-positiven zellulären Fortsätzen (rot). F) Vergrößerung des Ausschnitts aus 
(E): Axone (dicke Pfeile) befinden sich in enger Assoziation zu NGFr-positiven 
Zellen (Pfeilspitzen). Skalierung: A, B: 50 µm; C, D: 30 µm; E: 20 µm; F: 5µm.  
 
6.4. Statistik   (Erläuterungen: s. Kap. 6.2. ) 
Abb. 12A-E  Statistik: Prozentuales Verhältnis der Immunoreaktivität der 
operierten zu den unoperierten Tieren und prozentuale Standardabweichung der 
jeweils ermittelten Immunoreaktivität  A) OX42 (CR3); B) ED-1; C) MHC-I; D) 
NF200 kD und E) NGFr (p75).  
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Abb. 13 ED-1-markierte Transversalschnitte der Rückenmarksläsion, Über-
sichtsvergrößerungen. A) 7 Tage, B) 14 Tage, C) 21 Tage, D) 28 Tage 
postoperativ. Die Läsion umfaßt den gesamten Querdurchmesser des Myelons. 
Auch die spinalen Vorder- und Hinterwurzeln wurden durch die Kompression 
geschädigt (Pfeilspitzen) und von ED-1-positiven Makrophagen infiltriert. Zu 
allen untersuchten Überlebenszeiten war die Läsion mit Makrophagen durchsetzt, 
nach 14 Tagen erschien die Infiltration besonders dicht (B). Skalierung: A 250 
µm, B, D 500 µm, C 400 µm.  
6.5. Aktivierung von Makrophagen und Mikroglia in Regionen 
sekundärer Degeneration distal der primären Läsion 
Transversalschnitte durch zervikale Rückenmarks-Segmente zeigten einen 
deutlichen Verlust der NF200 kD-IR im Bereich des Fasciculus gracilis und im 
äußeren Bereich der Vorder- und Vorderseitenstränge. In angrenzenden Schnitten 
konnten in diesen Regionen axonaler Degeneration aktivierte Mikroglia, die 
OX42-, ED-1-, MHC-I- und sowie IB4- positiv waren, identifiziert werden. Hier 
fanden sich ebenfalls KSPG-positive Mikroglia, die z.T. verzweigt waren, 
während sich andere KSPG-positive Mikroglia in einem stärkeren 
Aktivierungszustand zu befinden schienen und runde Zellkörper sowie kurze, 
retrahierte Fortsätze besaßen. Die Kompression des unteren thorakalen 
Rückenmarks rief neben der Wallerschen Degeneration geschädigter 
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Nervenbahnen die Bildung einer Zyste im Bereich der Hinterstränge hervor, die 
sich bis in das zervikale und lumbale Myelon erstreckte (Abb. 14 A-F).  
Die Degeneration der Hinterstränge führte zur Aktivierung von Mikroglia und 
Makrophagen, die zu allen Überlebenszeiten im Bereich der Zyste nachweisbar 
waren. Sie wiesen eine intensive OX-42-, ED-1- und MHC-I-IR auf und waren 
auch mit IB4 deutlich nachweisbar. Interessanterweise stand der erheblichen 
Verminderung der OX-42 IR im Bereich der Läsion ein weniger starker Verlust 
der OX-42-Expression im Bereich der sich distal der Läsion ausdehnenden Zyste 
gegenüber (Abb. 14B-E). Auch nach 28 Tagen zeigten die Makrophagen innerhalb 
der Zyste noch eine leichte OX-42-IR. Vor allem die OX-42-IR der aktivierten 
Mikroglia im Randbereich der Zyste war sehr intensiv. Für NF200 kD und OX42 
durchgeführte Doppelmarkierungen zeigten, daß OX42-positive Makrophagen nur 
vereinzelt NF200 kD-positiven axonalen Detritus enthielten. Im Gegensatz zum 
unmittelbaren Bereich der Läsion, in dem nur eine vereinzelte schwache LFA-1-
Expression der Makrophagen stattfand, war in der Zyste distal der Läsion eine 
deutliche LFA-1-IR nachweisbar (Abb. 14F). Auffällig war, daß im Randbereich 
der Zyste, in der Übergangsregion zum normalen Gewebe, vor allem aktivierte, 
verzweigte Mikroglia vorhanden waren, während sich innerhalb der Zyste 
hauptsächlich Makrophagen befanden. Diese Transformationszone war besonders 
durch die OX-42-Markierung, die sowohl aktivierte Mikroglia als auch 
Makrophagen darstellte, gut zu erkennen (Abb. 14C-E). LFA-1 markierte die 
randständigen aktivierten bzw. reaktiven Mikroglia stärker als die Makrophagen 
innerhalb der Zyste (Abb. 14F).  
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Abb. 14A-F A) Nach 28 Tagen waren die meisten Makrophagen in der Läsion 
OX-42-negativ (Sterne). Die Zyste in den degenerierenden Hintersträngen distal 
der Läsion enthielt hingegen stark OX-42-positive Makrophagen. B) Querschnitt 
durch das zervikale Myelon. 28 Tage postoperativ sind die Hinterstränge zystisch 
degeneriert und enthalten OX-42-positive Makrophagen. C) Vergrößerung des 
Ausschnitts aus (B): OX-42-IR der Zyste im zervikalen Rückenmark. Verzweigte, 
aktivierte Mikroglia am Rand der Zyste (Pfeile), phagozytische Mikroglia bzw. 
Makrophagen im Zentrum der Zyste (Sterne). D) OX-42-IR der Zyste im lumbalen 
Myelon. E) Vergrößerung des Ausschnitts aus (D): Aktivierte Mikroglia am Rand 
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der Zyste (Pfeile), Makrophagen im Zentrum der Zyste (Pfeilspitzen). F) 
Aktivierte Mikroglia und Makrophagen im Randbereich der Zyste sind stark LFA-
1-positiv. Skalierung: A, C, E 50 µm; B 500 µm; D 200 µm; F 100 µm.  
 
6.6. MHC-II-Expression im Bereich und distal der Läsion 
Die posttraumatische MHC-II-Expression wurde semiquantitativ vergleichend an 
operierten Wistar- und Sprague-Dawley-Ratten untersucht. Während sie sich 
bezüglich der Morphologie und Verteilung der MHC-II-positiven Zellen ähnelte, 
bestanden deutliche Unterschiede hinsichtlich der Intensität der MHC-II-
Expression. Sprague-Dawley-Ratten wiesen eine erheblich intensivere MHC-II-
Expression auf als Wistar-Ratten. Unterschiede hinsichtlich des Zeitverlaufs 
bestanden insofern, als daß in Sprague-Dawley-Ratten ein rascherer Anstieg der 
posttraumatischen MHC-II-Expression zu verzeichnen war. Nach 7 Tagen fanden 
sich im Bereich der Läsion beider Spezies nur wenige, kleine MHC-II-positive 
Zellen, häufig in der Nähe von Gefäßen. Diese Zellen besaßen einen wesentlich 
kleineren Durchmesser als Makrophagen (Abb. 15A, B). Nach 14 Tagen war die 
Anzahl MHC-II-positiver Zellen in der Läsion der Wistar-Ratten leicht gestiegen, 
allerdings handelte es sich wie zuvor nicht um Makrophagen, sondern um 
kleinere, runde oder längliche Zellen, möglicherweise Lymphozyten oder 
dendritische Zellen (Abb. 15C). In Sprague-Dawley-Ratten hatte die Anzahl 
MHC-II exprimierender Zellen hingegen deutlich zugenommen (Abb. 15D). Nach 
21 Tagen enthielt die Läsion der Wistar-Ratten nur wenig mehr MHC-II-positive 
Zellen als nach kürzeren Überlebenszeiten. In der Rückenmarkläsion der Sprague-
Dawley-Ratten waren dagegen deutlich mehr MHC-II-immunoreaktive Zellen 
vorhanden als zuvor. Während es sich bei den Wistar-Ratten wie zuvor um kleine, 
runde oder längliche Zellen handelte (Abb. 15E), fiel im Zentrum der Läsion der 
Sprague-Dawley-Ratten eine Akkumulation MHC-II-positiver Makrophagen und 
aktivierter Mikroglia auf (Abb. 15F). Nach 28 Tagen hatte die Anzahl MHC-II-
exprimierender Zellen in der Läsion der Wistar-Ratten erneut leicht zugenommen, 
in der Läsion der Sprague-Dawley-Ratten kam es hingegen zur Reduktion der 
Anzahl MHC-II-immunoreaktiver Zellen.  
In degenerierenden Faserzügen und im Bereich der Zyste distal der Läsion in 
zervikalen sowie lumbalen Segmenten wiesen in Wistar-Ratten nur vereinzelte, 
meist perivaskuläre Zellen eine MHC-II-Immunoreaktivität auf. Sprague-Dawley-
Ratten hingegen zeigten eine deutliche MHC-II-Expression aktivierter Mikroglia 
im Bereich der degenerierenden Hinterstränge und der Vorder- und Seitenstränge 
(Abb. 16A, B). Auffallend war, daß aktivierte Mikroglia am Rand der Zyste stark 
MHC-II-positiv waren, während sich MHC-II-negative Makrophagen innerhalb 
der Zyste befanden (Abb. 16A).  
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Abb. 15 A-F Vergleich der MHC-II-IR in der Läsion zwischen Sprague-Dawley- 
(SPRD) und Wistar-Ratten. 7 Tage postoperativ zeigten sich sowohl in der Läsion 
der Wistar-Ratten (A) als auch der SPRD (B) nur wenige MHC-II-positive Zellen 
(Pfeile), häufig in der Nähe von Gefäßen (A, dicker Pfeil). Nach 14 Tagen nahm 
die Anzahl MHC-II-positiver Zellen in Wistar-Ratten nur geringfügig zu, neben 
MHC-II-negativen Makrophagen (Sterne) zeigten sich längliche oder kleine runde 
MHC-II-positive Zellen (C). D) Zahlreiche MHC-II-positive Zellen in der Läsion 
der SPRD. E) 21 Tage postoperativ zeigte sich in der Läsion der Wistar-Ratten 
eine leichte Zunahme MHC-II-positiver Zellen. MHC-II-positive perivaskuläre 
Zellen (Pfeilspitzen). F) Im Zentrum der Läsion der SPRD fällt eine Anhäufung 
MHC-II-positiver Makrophagen auf. Skalierung: A, B, D, E, F:50 µm; C: 25 µm.  
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Abb. 16 A, B)  MHC-II-IR in degenerierenden Faserzügen der SPRD-Ratten.  
Anders als in Wistar-Ratten waren in Sprague-Dawley-Ratten zahlreiche MHC-II-
positive aktivierte Mikroglia in den degenerierenden Hintersträngen nachweisbar. 
A) Im Randbereich der Zyste zeigten sich stark MHC-II-positive aktivierte 
Mikroglia (Pfeile) neben MHC-II-negativen Makrophagen (Sterne). B) Auch 
zervikal in den degenerierenden Vordersträngen fanden sich MHC-II-positive, 
aktivierte Mikroglia (Pfeilspitzen), die z.T gerundete Zellkörper und retrahierte 
Fortsätze besaßen. Dicker Pfeil: Fissura mediana anterior; dünner Pfeil: MHC-II-
positiver Makrophage im Subarachnoidalraum. Skalierung: A: 50 µm; B: 60 µm.  
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7. Diskussion 
Nach Verletzungen des Rückenmarkes adulter Säugetiere kommt es nur in sehr 
begrenztem Ausmaß zu spontanen Regenerationsvorgängen. Tierexperimentelle 
Untersuchungen zeigten, daß der eingeschränkten axonalen Regenerationsfähigkeit 
neben neuronalen verschiedene nichtneuronale Ursachen zugrundeliegen, z.B. 
oligodendrogliaassoziierte Glycoproteine (Schwab und Bartholdi 1996). In den 
letzten Jahren wurde die Aufmerksamkeit zunehmend auf die Rolle der 
eingeschränkten Entzündungsreaktion des ZNS und die Zusammensetzung der 
extrazellulären Matrix gelenkt. Es wird vermutet, daß die innerhalb des ZNS 
supprimierte Entzündungsreaktion die unvollständige Regeneration mitbedingt 
(Lazarov-Spiegler et al. 1998a; Zeev-Brann et al. 1998) und daß die Ablagerung 
von Proteoglycanen und anderen extrazellulären Matrixmolekülen in ZNS-
Läsionen die axonale Elongation hemmt (Stichel und Müller 1998). In der vorlie-
genden Studie wurde in einem klinisch relevanten Modell spinaler Kompressions-
verletzungen die zelluläre inflammatorische Reaktion durch eine detaillierte 
Charakterisierung der Antigenexpression posttraumatisch aktivierter Makrophagen 
untersucht. Die Korrelation des Makrophagen-Immunphänotyps mit spontanen 
endogenen Regenerationsvorgängen kann evt. Aufschlüsse darüber geben, welche 
Makrophagenpopulationen regenerationsfördernde Eigenschaften besitzen. 
Daneben wurde die Expression des Proteoglycans Keratansulfat-Proteoglycan 
(KSPG) untersucht und die Korrelation mit spontanen Regenerationsvorgängen 
wie dem Einsprossen von Axonen und Schwannzellen in die Läsion nach 
unterschiedlichen Überlebenszeiten (7, 14, 21 und 28 Tage postoperativ) 
beschrieben.  
7.1. Unverletztes Rückenmark und Läsionsmodell 
Im Rückenmark unoperierter Kontrolltiere fanden sich zahlreiche Complement-
Rezeptor Typ 3 (CR3 ; OX-42) - positive ruhende Mikrogliazellen. Durch die 
KSPG-Markierung ließ sich eine geringere Anzahl Mikrogliazellen darstellen, was 
darauf hinweist, daß nur eine Subpopulation CR3-positiver Mikroglia KSPG-
positiv ist (Bertoletto et al. 1998). Die Unterschiede in der Oberflächenantigen-
Expression lassen vermuten, daß ramifizierte Mikroglia auch Unterschiede in ihrer 
Funktion aufweisen. Die Verteilung sowohl KSPG- als auch CR3-positiver Mikro-
glia zwischen den Oligodendrogliazellen und in der Nachbarschaft von Blutge-
fäßen läßt jedoch nicht auf eine Populations-spezifische Funktionalität der Mikro-
glia schließen. Die luminale Oberfläche der den Zentralkanal auskleidenden 
Ependymzellen und vereinzelte Zellen zwischen den Ependymzellen waren eben-
falls teilweise KSPG-immunoreaktiv. Interessanterweise wurde von Johansson und 
Mitarbeitern eine Subpopulation der Ependymzellen als Stammzellen identifiziert. 
Diese sollen nach Rückenmarkverletzungen proliferieren und Zellen generieren, 
welche in die Läsion einwandern und an der Bildung des Narbengewebes beteiligt 
sind (Johansson et al. 1999). Namiki und Mitarbeiter zeigten, daß nach Rücken-
markverletzungen adulter Ratten die Proliferationsrate der Ependymzellen des 
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Zentralkanals stark ansteigt, gleichzeitig werden die Ependymzellen Nestin-positiv 
und migrieren in das verletzte Rückenmark, was auf Stammzelleigenschaften der 
Ependymzellen hinweist (Namiki et al. 1999). Diesen Beobachtungen stehen 
jedoch von Doetsch und Mitarbeitern (1999) durchgeführte Experimente gegen-
über, die zeigten, daß im Gehirn adulter Mäuse nur aus der subventrikulären Zone 
stammende Astrozyten neuronale Stammzellen bilden. Ramifizierte Mikro-
gliazellen im unverletzten Rückenmark zeigten eine nur sehr schwache Expression 
des major histocompatibility complex-I (MHC-I)-Antigens, das der Antigen-
präsentation und der Aktivierung zytotoxischer T-Lymphozyten dient (Hart und 
Fabry 1995), und des lysosomalen, Phagozytose-assoziierten Glycoproteins ED-1 
(Damoiseaux et al. 1994; Dijkstra et al. 1994). Diese Beobachtung entspricht den 
Ergebnissen von Popovich et al. (1997). Im nicht-operierten Rückemark wiesen 
ramifizierte Mikrogliazellen keine Expression des LFA-1 (leucocyte function-
associated antigen-1)-Moleküls auf, welches während der Phagozytose degenerie-
render Axone von aktivierten Mikroglia exprimiert wird, als Adhäsionsmolekül 
dient und zelluläre sowie Zell-Matrix-Interaktionen vermittelt (Finsen et al. 1993; 
Hailer et al. 1996, 1997, 1998). Mit dem Isolectin Bandeiraea simplicifolia (IB4), 
das einen auf der Oberfläche von Makrophagen und Mikroglia exprimierten 
Galaktopyranosyl-Rest bindet (Tabor et al. 1989), ließen sich Mikrogliazellen in 
der weißen und grauen Substanz sowie Blutgefäße (Morioka et al. 1992) und 
Axone in der Substantia gelatinosa der Hinterhörner nachweisen. Bei den Axonen 
handelt es sich um sensible C-Fasern, die in die Substantia gelatinosa des spinalen 
Hinterhorns projizieren (Streit et al. 1987; Kitchener et al. 1993). Im Rückenmark 
nichtoperierter Wistar- und Sprague-Dawley-Ratten waren nur sehr wenige MHC-
II-positive, zumeist mit Gefäßen assoziierte Zellen geringen Durchmessers nach-
weisbar, die häufig perivaskulären Zellen glichen, was mit Ergebnissen von 
Popovich et al. (1993, 1997) übereinstimmt. Eine größere Anzahl MHC-II-
positiver Zellen war hingegen im Subarachnoidalraum nachweisbar. Als Positiv-
kontrolle für die MHC-II-Färbung dienten das außerhalb der Blut-Hirn-Schranke 
liegende Corpus pineale sowie der Plexus choroideus, die in beiden Spezies zahl-
reiche stark MHC-II-positive Makrophagen bzw. dendritische Zellen enthalten 
(Pedersen et al. 1993).  
Das der vorliegenden Studie zugrunde liegende experimentelle Rattenmodell 
spinaler Kompressionsverletzungen, das von Martin und Mitarbeitern entwickelt 
wurde (Martin et al. 1992), verursacht mittels eines aufdehnbaren subduralen 
Ballons standardisierte thorakale Myelonkompressionen und ermöglicht die Repro-
duzierbarkeit eines Traumas, das viele Charakteristika humaner Rückenmarkver-
letzungen besitzt (Kakulas und Taylor 1992; Bunge et al. 1997). Die Kompression 
führt zur Mazeration und hämorrhagischen Nekrose des Myelons und schädigt 
auch die spinalen Wurzeln der betroffenen Segmente, die als Folge „aktiviert“ und 
NGFr-positiv werden, während in den ungeschädigten spinalen Wurzeln keine 
bzw. nur eine geringe NGFr-IR nachweisbar ist (Brook et al. 1998a). Unmittelbar 
nach der Kompression finden sich massenhaft axonale Fragmente und NF200 kD-
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positiver Detritus innerhalb der Läsion. Frühere Untersuchungen zeigten, daß die 
Läsion im Rahmen der posttraumatischen Entzündungsreaktion von zahlreichen 
neutrophilen Granulozyten und, nach wenigen Tagen, von Makrophagen infiltriert 
wird (Brook et al. 1998a).  
7.2. Semiquantitative und quantitative Auswertung der zellulären 
Reaktionen im Bereich der Läsion 
7 Tage postoperativ zeigten die meisten der die Läsion infiltrierenden 
Makrophagen eine intensive CR3-, ED-1- und MHC-I-IR. Dabei fand sich die 
CR3-Markierung sowohl auf der Zellmembran als auch zytoplasmatisch. Der 
Complement Typ 3-Rezeptor (CR3) ist mit der phagozytischen Aktivität der 
Makrophagen assoziiert (Brück und Friede 1990), und die membrangebundene 
sowie intrazelluläre Lokalisation der CR3-IR weist wahrscheinlich auf die starke 
phagozytische Aktivität der Makrophagen hin, die das nekrotische Gewebe in der 
Läsion abräumen. Außerdem soll der besetzte CR3-Rezeptor eine Steigerung der 
MHC-II-Expression induzieren und die Rekrutierung myelomonozytärer Zellen 
aus dem Blut steigern. (Brück und Friede 1990; Reid et al. 1993). Die Phagozytose 
des inhibitorischen extrazellulären Myelindetritus stellt wahrscheinlich eine der die 
axonale Regeneration fördernden Eigenschaften der Makrophagen dar. Die ED-1-
Markierung, die ein mit der Phagozytoseaktivität assoziiertes lysosomales Glyko-
protein darstellt (Damoiseaux et al. 1994), fand sich vor allem auf intrazellulären 
Granula, während die MHC-I-Markierung hauptsächlich auf der Zellmembran 
nachweisbar war. Das MHC-I-Molekül dient der Antigenpräsentation, vermittelt 
Interaktionen mit anderen immunkompetenten Zellen, z.B. die Aktivierung CD8-
positiver zytotoxischer Lymphozyten, und wird auch nach Kontusions-Ver-
letzungen des Rückenmarks (Popovich et al. 1993) sowie nach isolierten Hinter-
strangverletzungen rasch hochreguliert (Koshinaga und Whittemore 1995). Im 
Vergleich zum unverletzten Gewebe war 7 Tage postoperativ die OX42-IR hoch-
signifikant (p<0,001) um 158±9% angestiegen. Die ED-1-IR hatte ebenfalls hoch-
signifikant um 1548±42% und die MHC-I-IR um 7595±405% zugenommen. Wie 
in Kap. 5. 6. erwähnt, ergibt sich der sehr starke prozentuale Anstieg der MHC-I- 
und ED-1-IR daraus, daß diese Antigene im unverletzten Rückenmark nur sehr 
schwach exprimiert werden. Der im Vergleich dazu um den Faktor 10 bzw. 50 
schwächere Anstieg der OX42-Färbeintensität ist darauf zurückzuführen, daß das 
CR3-Antigen im “normalen” Gewebe wesentlich stärker exprimiert wird als ED-1 
bzw. MHC-I. Die Abb. 6 zeigt, daß die OX-42, die ED-1 und die MHC-I-IR zu 
dieser Überlebenszeit ähnlich intensiv sind. Der Nachweis LFA-1-negativer 
Makrophagen innerhalb der Läsion, aber LFA-1-positiver aktivierter Mikroglia im 
an das gesunde Gewebe angrenzenden peripheren Bereich der Läsion und der 
Zyste wird in 7.4. und 7.6. diskutiert. Neben Makrophagen migrierten auch 
spindelförmige, NGFr-positive Zellen in das geschädigte Gewebe. Einige der in 
der Läsion nachweisbaren NGFr-positiven Zellen entsprechen Schwannzellen, die 
aus den geschädigten spinalen Wurzeln stammen (Martin et al. 1992). NGFr-
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positive Zellen befanden sich hauptsächlich in Regionen der Läsion, die dicht mit 
Makrophagen infiltriert waren, was wahrscheinlich darauf zurückzuführen ist, daß 
Makrophagen Zytokine wie TGF-ß1 sezernieren, die die Schwannzellproliferation 
und –migration fördern (Perry et al. 1987). Die Läsion enthielt zu diesem Zeit-
punkt (7 Tage postoperativ) wenige NF 200-kD-positive Axone, die aus dem an-
grenzenden Rückenmark in die Läsion einzusprossen begannen und sich in enger 
räumlicher Assoziation zu den NGFr-positiven Schwannzellen und den Makro-
phagen befanden. Es bestand eine enge räumliche Assoziation zwischen Axonen 
und NGFr-positiven Zellen sowie Makrophagen, was darauf hinweist, daß diese 
Zellen regenerationsfördernde Effekte ausüben. Die statistische Untersuchung 
zeigte 7 Tage postoperativ einen hochsignifikanten Anstieg der NGFr (p75) IR im 
Vergleich zum unverletzten Gewebe um 1678±603%, wobei sich dieser sehr hohe 
Wert, ähnlich der ED-1- und MHC-I-Intensität, aus der geringen p75-Expression 
im “normalen” Gewebe erklärt. Die NF200 kD-IR betrug eine Woche postoperativ 
21±6% der NF200 kD-IR des unverletzten Rückenmarkes, was einem hochsigni-
fikanten Abfall der IR entsprach und den erheblichen axonalen Verlust in der 
Läsion verdeutlicht.  
14 Tage postoperativ war die Läsion mit dichtgepackten, „schaumigen“ Makro-
phagen angefüllt, deren große morphologische Heterogenität auffiel. Der Durch-
messer der Makrophagen schien im Vergleich zur kürzeren Überlebenszeit etwas 
angestiegen zu sein. Viele Makrophagen zeigten eine starke OX-42-, ED-1- und 
MHC-I-IR. Dabei wirkten Makrophagen mit kleineren Durchmessern stärker OX-
42-, ED-1- und MHC-I-positiv als größere Makrophagen. Möglicherweise handelte 
es sich um verschiedene Makrophagenpopulationen, die unterschiedliche Immuno-
phänoypen besaßen. Bei den großen, schwächer angefärbten Makrophagen könnte 
es sich auch um ältere Zellen handeln, deren starke Phagozytoseaktivität zu einem 
„Verbrauch“ der Phagozytose-assoziierten und Antigen-präsentierenden Moleküle 
geführt hat. Die schwache Markierung großer Makrophagen könnte jedoch auch 
auf einen Verdünnungseffekt zurückzuführen sein. Die intensive IB4-Markierung 
verdeutlichte die unterschiedliche Morphologie der Makrophagen besonders 
eindrucksvoll und schien unabhängig von der Größe der Zellen zu sein, was sich 
evt. darauf zurückführen läßt, daß das Isolectin einen Zuckerrest (Galacto-
pyranosyl) auf der Makrophagenmembran bindet und es sich nicht um eine 
immunhistochemische Antigen-Antikörper-Reaktion handelt. Wie zuvor befanden 
sich nur sehr wenige LFA-1-positive Makrophagen im Zentrum der Läsion, haupt-
sächlich in Bereichen, die von Bindegewebstrabekeln oder Gefäßen durchzogen 
wurden. Die statistische Auswertung ergab keinen signifikanten Anstieg der 
OX42-IR im Vergleich zur 7-tägigen Überlebenszeit. Die ED-1-IR zeigte dagegen 
einen hochsignifikanten Anstieg um 29±6%, während die MHC-I-IR etwa gleich 
blieb. Zahlreiche NF 200 kD-positive, einzeln oder in Bündeln verlaufende Axone, 
die z.T. Kollateralen besaßen, waren in der Läsion in enger Nachbarschaft zu den 
Makrophagen nachweisbar. Frühere Untersuchungen zeigten, daß GABAerge, 
glycinerge, monoaminerge und wenige CGrP- (calcitonin gene related peptid) und 
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Substanz P-positive Axone in die Läsion einsproßten, wohingegen 5HT-positive 
(serotonerge) und corticospinale Fasern nicht nachweisbar waren (Brook et al. 
1998a). Verglichen mit der 7-tägigen Überlebenszeit war zu diesem Zeitpunkt die 
NF-200 kD-IR in der Läsion sehr signifikant (p<0,01) um 99±39, also ca. das 
Doppelte, angestiegen. Dieser Nachweis überraschend intensiver axonaler Regene-
ration bestätigt die Beobachtung, daß es sowohl nach tierexperimentellen als auch 
nach humanen Rückenmarkverletzungen in größerem Ausmaß zu spontanen 
Reorganisationsvorgängen kommt, als früher angenommen wurde (Wang et al. 
1996; Brook et al. 1998a). 
Trotz der zu diesem Zeitpunkt sehr starken Expression der Phagozytose-
assoziierten Antigene OX-42 und ED-1, die wahrscheinlich darauf hinweist, daß 
die phagozytische Aktivität der Makrophagen ihren Höhepunkt erreicht hat, 
scheinen die aussprossenden Axone nicht durch die Makrophagen geschädigt zu 
werden. Die enge räumliche Assoziation zwischen Axonen und Makrophagen 
weist hingegen darauf hin, daß die sekretorische Aktivität der Makrophagen die 
axonale Aussprossung fördert und daß das Entfernen inhibitorischer extrazellulärer 
Myelinreste durch Phagozytose die axonale Aussprossung unterstützt. Die sehr 
heterogen aufgebaute Läsion, in der sich unterschiedlich große Zysten ausbildeten, 
wurde von NGFr-positiven Zellen durchflochten, die zwischen den eng anein-
anderliegenden Makrophagen ein dichtes Netzwerk bildeten und deren Wachstum 
vermutlich durch von Makrophagen produzierte Zytokine gefördert wurde. Die 
NGFr (p75)-IR war im Vergleich zur früheren Überlebenszeit hochsignifikant um 
fast das Vierfache (380±60%) angestiegen. Verhältnismäßig hohe Standardab-
weichungen, die einige Messungen der Läsion ergaben, lassen sich wahrscheinlich 
auf den sehr heterogenen Aufbau der untersuchten Läsionen zurückführen.  
 
21 bzw. 28 Tage postoperativ erschien der Aufbau der Läsion wie zuvor heterogen. 
Einige Bereiche enthielten Makrophagen und NGFr-positive Zellen, in anderen 
überwog die Zystenbildung. 21 und 28 Tage postoperativ war eine drastische 
Reduktion der CR-IR der in der Läsion vorhandenen Makrophagen nachweisbar. 
Die statistische Auswertung zeigte 21 Tage postoperativ einen Abfall der CR3-IR 
im Vergleich zur 14-tägigen Überlebenszeit um 77±1%. Die CR3-IR der Läsion 
betrug zu diesem Zeitpunkt weniger als die Hälfte der CR3-IR des unverletzten 
Rückenmarkes und war damit hochsignifikant niedriger als zu den früheren 
untersuchten Überlebenszeiten und auch als im normalen Gewebe. Dem Verlust 
der OX-42-IR, der möglicherweise eine Deaktivierung der Makrophagen wider-
spiegelt, könnten sowohl eine Herunterregulation bzw. verminderte Expression des 
CR3-Rezeptors als auch eine Denaturierung dieses Oberflächenantigens zugrunde 
liegen. 28 Tage postoperativ war ein weiterer sehr signifikanter Abfall der OX-42-
IR auf ca. die Hälfte des vorherigen Wertes zu verzeichnen, die CR3-IR betrug 
nunmehr 20% des Ausgangswertes im unverletzten Gewebe und lediglich ca. 11% 
der maximalen OX-42 IR, die 14 Tage postoperativ zu verzeichnen war. Die 
immer noch sehr intensive Lectinfärbung verdeutlichte, daß die Anzahl der Makro-
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phagen in der Läsion nicht abgenommen hatte. Nach 28 Tagen wiesen vereinzelte 
Makrophagen in der Läsion eine fehlende Anfärbbarkeit mit Isolectin auf. Hohe 
Vergrößerungen zeigten jedoch, daß es sich hier um degenerierende Makrophagen 
handelte, deren Membran perforiert war, weshalb auch die Möglichkeit der 
Degeneration bzw. Apoptose der Makrophagen als Ursache für den Verlust der 
CR3-IR in Betracht zu ziehen ist. Makrophagen und spindelförmige Zellen, die in 
Form von Trabekeln in die Läsion einsproßten, befanden sich in einigen Regionen 
der Läsion wie zuvor in enger räumlicher Assoziation. Es fanden sich jedoch auch 
mit OX-42-negativen Makrophagen durchsetzte Gebiete, welche nicht von spindel-
förmigen, NGFr-positiven Zellen durchzogen wurden. Diese Beobachtung unter-
mauert die Theorie, daß der Verlust der phagozytischen Aktivität mit einer Reduk-
tion der sekretorischen, die axonale Regeneration fördernden Kapazität der Makro-
phagen einhergeht.  
Weder zwischen 14 und 21 noch zwischen 21 und 28 Tagen fand eine signifikante 
Reduktion der ED-1-IR statt. Sie betrug 28 Tage postoperativ noch ca. 87% der 
maximalen IR, die 14 Tage postoperativ erreicht wurde. Es zeigt sich jedoch ein 
diffuseres, intrazelluläres IR-Muster, was bedeuten könnte, daß die lysosomalen 
Granula nicht mehr intakt sind. Dies weist evt. auf die Digestion des phago-
zytierten Materials mittels lysosomaler Enzyme hin, könnte aber auch die Degene-
ration der Makrophagen anzeigen. Im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen 
zeigten von Popovich et al. (1997) durchgeführte Experimente, denen ein spinales 
Kontusionsmodell adulter Ratten zugrundelag, eine deutliche Reduktion nicht nur 
der OX-42-, sondern auch der ED-1-IR zwischen 14 und 28 Tagen postoperativ. 
Diese Unterschiede sind möglicherweise auf die verschiedenen Läsionsmodelle 
zurückzuführen. Zwischen 14 und 21 Tagen postoperativ war eine signifikante 
(p<0,05) Reduktion der MHC-I-IR um 35±22% zu verzeichnen, zwischen 21 und 
28 Tagen nahm die MHC-I-IR dann nicht mehr signifikant ab. Die immer noch 
deutliche MHC-I-IR der Zellmembran weist möglicherweise auf die persistierende 
antigenpräsentierende Aktivität der Makrophagen hin.  
Die auffällige Änderung des Immunophänotyps der Makrophagen zwischen 14 und 
21 Tagen postoperativ ging zeitlich parallel mit einer massiven Reduktion des 
Gehalts an NF200 kD-positiven Axonen in der Läsion einher. Statistisch ließ sich 
21 Tage postoperativ im Vergleich zur 14-tägigen Überlebenszeit ein sehr signifi-
kanter Abfall der NF200 kD-IR auf 51±10% feststellen. Wie zur 7-tägigen 
Überlebenszeit betrug die NF200 kD-IR jetzt ungefähr 21% der Intensität des 
unverletzten Gewebes. Parallel dazu war vermehrt NF 200 kD-positiver Detritus in 
der Läsion nachweisbar. Zwischen 21 und 28 Tagen postoperativ war kein weiterer 
signifikanter Rückgang der NF200 kD-IR nachweisbar. Die NGFr-IR veränderte 
sich zwischen 14 und 28 Tagen postoperativ nicht signifikant. Wie zuvor bestand 
zwischen Axonen und NGFr-positiven Zellen eine enge räumliche Assoziation. 
Doppelmarkierungen für OX-42 und NF200 kD ergaben keine Korrelation 
zwischen der OX-42-IR der Makrophagen und der Phagozytose von NF 200 kD-
positivem Detritus. Die wenigen OX-42-positiven Makrophagen, die 21 Tage 
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postoperativ in der Läsion nachweisbar waren, enthielten nur vereinzelt NF 200 
kD-positives phagozytiertes Material, d.h. es fand keine vermehrte Phagozytose 
von Axonen durch OX-42-positive Makrophagen statt. Der Verlust der phago-
zytären OX-42-IR und der begleitende verminderte Gehalt der Läsion an Axonen 
lassen vermuten, daß zwischen dem Immunophänotyp der Makrophagen und der 
axonalen Regeneration ein Zusammenhang besteht. Möglicherweise zeichnet sich 
der phagozytäre Phänotyp, der 14 Tage postoperativ in der Läsion vorherrscht, 
durch die Sekretion besonders regenerationsfördernder, für die axonale Elongation 
notwendiger Zytokine aus. Ergebnisse von Zeev-Brann et al. (1998) zeigten, daß 
Makrophagen, die in peripherem Nervengewebe (PNS) kultiviert werden, sich 
durch eine höhere Phagozytoseaktivität auszeichnen als im ZNS kultivierte 
Makrophagen. Die Transplantation von Makrophagen, die durch Inkubation in 
peripherem Nervengewebe aktiviert wurden, fördert die Regeneration verletzter 
zentraler Axone des Sehnerven (Lazarov-Spiegler et al. 1998b) und die 
funktionelle Restitution nach experimentellen Rückenmarkverletzungen adulter 
Ratten (Rapalino et al. 1998). Diese Ergebnisse untermauern den vermuteten 
Zusammenhang zwischen der phagozytischen und der sekretorischen, 
regenerationsfördernden Kapazität aktivierter Makrophagen. Bezogen auf die 
Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung bedeutet dies, daß ein kausaler Zusam-
menhang zwischen spontanen endogenen Regenerationsvorgängen und der starken 
Phagozytoseaktivität der Makrophagen 14 Tage postoperativ sehr wahrscheinlich 
ist. Umgekehrt ist demnach auch ein Zusammenhang zwischen der stark vermin-
derten Nachweisbarkeit des Phagozytose-assoziierten CR3-Rezeptors und der 
abortiven axonalen Regeneration anzunehmen. Anders als vorausgehende, 
lediglich qualitative Untersuchungen, die zwischen 14 und 21 Tagen postoperativ 
neben dem Verlust der NF-200kD-IR auch einen gleichzeitigen Verlust der NGFr-
IR in der Läsion beschrieben (Brook et al. 1998a), zeigt die quantitative Unter-
suchung, daß die zwischen 14 und 21 Tagen postoperativ stattfindende axonale 
Retraktion nicht mit einem Verlust NGFr-positiver Zellen einhergeht, was evt. 
darauf hinweist, daß die regenerationsfördernden Eigenschaften der Schwannzellen 
durch phagozytäre Zytokine moduliert werden müssen. Änderungen des phago-
zytären Immunophänotyps bzw. die Degeneration der Makrophagen können evt. 
den Verlust ihrer regenerationsfördernden Eigenschaften erklären. Der 21 und 28 
Tage postoperativ zu beobachtende Verlust der CR3-IR und die IB4-negativen 
degenerierenden Makrophagen, die eine perforierte Membran besitzen und 28 
Tage postoperativ in der Läsion nachweisbar sind, könnten ein Zeichen für die 
Degeneration bzw. Apoptose der Makrophagen sein. Die diffuse intrazelluläre ED-
1-IR könnte ein Hinweis auf die Schädigung lysosomaler Granula und auf die 
Freisetzung lysosomaler Enzyme sein, welche zur Degeneration der Makrophagen 
führt und möglicherweise auch auf das umgebende Gewebe toxisch wirkt und 
somit zu sekundärer Gewebeschädigung führt.  
An der Regulation der in Läsionen des ZNS stattfindenden Degeneration bzw. 
Apoptose von Makrophagen und Mikroglia (Shuman et al. 1997; Yong et al. 
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1998), die möglicherweise der Aufrechterhaltung der immunologischen Homöo-
stase des ZNS dient, ist wahrscheinlich TGF-ß1 beteiligt (Xiao et al. 1997; White 
et al. 1998; s. Abb. 17). Die Induktion der Apopotose von Entzündungszellen 
durch von Astrozyten produziertes TGF-ß1 könnte eine Ursache für die einge-
schränkte posttraumatische Entzündungsreaktion des ZNS sein. Allerdings steuert 
auch der CR3-Rezeptor, der außer dem Komplementfaktor iC3b denaturiertes 
Protein bindet, die Apoptose von Makrophagen, so daß auch autoregulatorische 
Mechanismen eine Rolle spielen könnten (Reid et al. 1993; s. Abb. 17). Eine 
weitere mögliche Ursache für die verminderte CR3-IR könnte die Inaktivierung 
der Makrophagen durch von Astrozyten produzierten Faktoren wie TGF-ß1 oder 
GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor) sein (Hayashi et al. 
1993; Suzumura et al. 1993; Liu et al. 1994; Sievers et al. 1995; Hailer et al. 1998; 
s. Abb. 17). In vitro hemmt z.B. der von Astrozyten sezernierte GM-CSF die 
MHC-II-Expression und Antigen-Expression durch Mikroglia (Hayashi et al. 
1993). Die Inaktivierung von Entzündungszellen spielt im verletzten und im 
normalen ZNS-Gewebe eine Rolle. Hailer und Mitarbeiter (1998) zeigten, daß 
amöboide Makrophagen, die in Hippocampus-Zellkulturen übertragen werden, dort 
eine für ramifizierte, ruhende Mikroglia typische Morphologie annehmen und eine 
verminderte Expression der Aktivierungsmarker LFA-1 und MHC-II aufweisen. 
Dieser Effekt kann auch durch Cokultivierung der Makrophagen mit Astrozyten 
oder durch Applikation von TGF-ß1 erzielt werden (Hailer et al. 1998; vgl. Abb. 
17).  
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Abb. 17  Stark vereinfachte schematische Darstellung (Zusammenfassung der hier 
abgehandelten Literatur) einiger zellulärer Interaktionen, die im Rahmen der 
Immunantwort zur Inaktivierung bzw. Degeneration von Makrophagen führen.  
 
Interessanterweise zeigten sich im hier untersuchten Läsionsmodell vorwiegend 
LFA-1- und MHC-II-negative Makrophagen im Zentrum der primären Läsion, 
jedoch LFA-1- und in Sprague-Dawley-Ratten auch MHC-II-positive aktivierte 
Mikroglia in Randregionen der Läsion, was evt. auf die Anwesenheit deaktivie-
render Faktoren wie TGF-ß1 im Zentrum der Läsion hinweist (s. Abb. 18). Nach 
Rückenmarkverletzungen wird TGF-ß1 sowohl von Astrozyten als auch von 
Makrophagen sezerniert, erreicht nach 7 Tagen die maximale Konzentration in der 
Läsion und bleibt noch über einen längeren Zeitraum erhöht (O`Brien et al. 1994; 
Semple-Rowland et al. 1995; Streit et al. 1998). Ob der Einfluß astrozytärer 
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Faktoren auch in dem hier untersuchten Läsionsmodell eine entscheidende Rolle in 
der Deaktivierung der Makrophagen spielt, ist unklar. Aktivierte, GFAP- (glial 
fibrillary acidic protein) positive Astrozyten fanden sich nicht unmittelbar inner-
halb, sondern nur in Randbereichen der Läsion (Brook et al. 1998a; s. Abb. 18). 
Dies läßt die Inaktivierung der im Zentrum der Läsion vorhandenen Makrophagen 
durch astrozytäre Faktoren unwahrscheinlich erscheinen, da eine sehr weite 
Diffusionsstrecke vom Rand bis ins Zentrum der Läsion von den Faktoren zurück-
gelegt werden müßte. Zudem widerspricht die Beobachtung einer Transforma-
tionszone im an das gesunde Gewebe angrenzenden Randbereich der Läsion mit 
dem Nachweis LFA-1-positiver aktivierter Mikrogliazellen, die in die Läsion 
einzuwandern scheinen und dort LFA-1-negativ, also möglicherweise deaktiviert 
werden, der Hypothese, daß astrozytäre Faktoren benachbarte Makro-
phagen/Mikroglia deaktivieren (vgl. Abb. 17/18). In Randbereichen der Läsion, 
also im Bereich dieser Transformationszone, befinden sich nämlich zahlreiche 
Astrozyten, nicht jedoch im Zentrum der Läsion (Brook et al. 1998a). Eventuell 
spielen autokrine Mechanismen bei der Inaktivierung der Makrophagen eine Rolle, 
indem die Phagozytoseaktivität durch von Makrophagen sezerniertes TGF-ß1 
gesteuert wird (s. Abb. 17). Die komplexen interzellulären Regelmechanismen, 
welche die posttraumatische Plastizität modulieren, sind weitgehend unklar und 
erfordern weitere Untersuchungen. 
In vitro führt TNF-a zu einer verminderten CR3-IR der Makrophagen, die mit 
einer reduzierten Phagozytoseaktivität einhergeht (Brück et al. 1992). Unter-
suchungen, ob TNF-a von Makrophagen während der Phagozytose sezerniert 
wird, was ebenfalls für eine Autoregulation der phagozytären CR3-Expression 
spräche, führten zu unterschiedlichen Ergebnissen (Brück et al. 1992; Van der 
Laan et al. 1996). Eine erhöhte TNF-a-Konzentration kommt allerdings auch 
durch eine erneute Permeabilitätssteigerung der Blut-Hirn-Schranke, die einige 
Tage bis Wochen nach Rückenmarkverletzungen auftritt, zustande (Popovich et al. 
1996a; Pan et al. 1999). Abhängig vom Zeitpunkt kann die exogene Applikation 
von TNF-a nach Rückenmarkverletzungen sowohl zur Aktivierung als auch zur 
Inhibition von Entzündungszellen führen (Klusman und Schwab 1997). Im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit sind posttraumatische Veränderungen der 
Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke nicht untersucht worden. Es ist jedoch 
möglich, daß eine eingeschränkte Barrierefunktion der Blut-Hirn-Schranke zum 
Einstrom von Substanzen wie z.B. Zytokinen aus dem Blut führt, die je nach 
Distanz von der primären Läsion in unterschiedlicher Konzentration vorliegen 
könnten und einen weiteren Einflußfaktor auf die komplexe Entzündungsreaktion 
darstellen. So könnte der reduzierten OX-42-IR auch eine Sättigung des CR3-
Rezeptors mit Komplement zugrunde liegen, die im Bereich der Läsion aufgrund 
der Zerstörung der Blut-Hirn-Schranke und des posttraumatisch vermehrten 
Einstroms von Komplementfaktoren aus dem Blut möglicherweise eher erfolgt als 
in den degenerierenden Faserzügen distal der Läsion (Watanabe et al. 1999). Von 
Watanabe et al. (1999) wurde diese Möglichkeit, die jedoch auf rein hypothe-
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tischen Annahmen beruht, als Begründung für einen wenige Stunden nach 
Rückenmarkverletzungen beobachteten temporären Verlust der phagozytären OX-
42-IR im Bereich der Primärläsion diskutiert. Aufgrund der zeitlichen Dynamik 
der posttraumatischen Permeabilitätsänderungen der Blut-Hirn-Schranke ist die 
Sättigung des CR3-Rezeptors mit Complement jedoch auch für den 21 Tage 
postoperativ nachweisbaren Verlust der CR3-IR in Betracht zu ziehen.  
 
Abb. 18  Schematischer Längs-
schnitt durch die Läsion und die 
angrenzende Zyste (Zusammen-
fassung aus Brook et al. 1998 und 
eigenen Ergebnissen). Im Randbe-
reich der Läsion und der Zyste 
(Läsion und Zyste gelb) sind akti-
vierte, LFA-1-positive Mikroglia-
zellen (rot) und GFAP-positive 
Astrozyten (blau) nachweisbar. 
Innerhalb der Läsion befinden 
sich LFA-1-negative Makropha-
gen (M), jedoch keine GFAPposi-
tiven Astrozyten. An der Inakti-
vierung der Makrophagen ist ver-
mutlich TGF-ß1 beteiligt. 
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7.3. Aktivierung von Entzündungszellen in Regionen Wallerscher 
Degeneration und der Zyste distal der primären Läsion 
Die Kompression des unteren thorakalen Rückenmarks führte zur Bildung einer 
Zyste im Bereich der Hinterstränge, die sich bis in das zervikale und lumbale 
Myelon erstreckte. Die Ursachen für die Ausbildung der Zyste sind unklar. Trans-
versalschnitte durch zervikale Rückenmarks-Segmente zeigten zudem einen deut-
lichen Verlust der NF200 kD-IR im Bereich der Vorder- und Vorderseitenstränge, 
in denen sich aktivierte Mikroglia, die zu allen untersuchten Überlebenszeiten OX-
42-, ED-1-, MHC-I- und sowie IB4- positiv waren, befanden. In diesen Regionen 
Wallerscher Degeneration fanden sich ebenfalls KSPG-positive Mikrogliazellen, 
die z.T. verzweigt waren, während sich andere KSPG-positive Mikrogliazellen in 
einem stärkeren Aktivierungszustand zu befinden schienen und runde Zellkörper 
sowie kurze, retrahierte Fortsätze besaßen. Diese Ergebnisse verdeutlichen, daß für 
die Ausbildung der Zyste im Bereich der Hinterstränge andere Faktoren neben der 
Wallerschen Degeneration eine Rolle spielen müssen.  
Die im Bereich der zystisch degenerierenden Hinterstränge nachweisbaren 
aktivierten Mikroglia und Makrophagen wiesen eine intensive OX-42-, ED-1- und 
MHC-I-IR auf und waren auch mit IB4 deutlich nachweisbar. Interessanterweise 
stand der erheblichen Verminderung der OX-42 IR im Bereich der Läsion ein 
weniger starker Verlust der OX-42-Expression im Bereich der sich distal der 
Läsion ausdehnenden Zyste gegenüber. Auch nach 28 Tagen zeigten die Makro-
phagen innerhalb der Zyste noch eine leichte OX-42-IR. Demnach bestehen 
vermutlich Unterschiede im Ablauf der Entzündungsreaktion zwischen der Zyste 
und der unmittelbaren der Läsion. Auffällig war, daß im Randbereich der Zyste, in 
der Übergangsregion zum normalen Gewebe, vor allem aktivierte, verzweigte 
Mikroglia vorhanden waren, während sich innerhalb der Zyste hauptsächlich 
Makrophagen befanden.  
Im Gegensatz zum unmittelbaren Bereich der Läsion, in dem nur eine vereinzelte 
schwache LFA-1-Expression der Makrophagen stattfand, war in der Zyste distal 
der Läsion zu allen untersuchten Überlebenszeiten eine deutliche LFA-1-IR 
nachweisbar. Aktivierte Mikrogliazellen exprimieren das Adhäsionsmolekül LFA, 
das zelluläre und Zell-Matrix-Interaktionen vermittelt, während der Phagozytose 
degenerierender Axone (Finsen et al. 1993; Hailer et al. 1997). Im Randbereich der 
Zyste und im äußersten Randbereich der Primärläsion schien eine Transforma-
tionszone zu existieren, in der aus dem benachbarten unverletzten Gewebe in die 
Zyste einwandernde verzweigte Mikroglia eine für Makrophagen typische 
Morphologie annahmen, dabei jedoch LFA-1-negativ wurden. Vor allem die rand-
ständigen, sich im Übergangsstadium befindenden aktivierten, noch ramifizierten 
Mikroglia zeigten eine intensive LFA-1-Markierung. Diese Beobachtungen weisen 
darauf hin, daß sich der Aktivierungszustand und die Herkunft der Makrophagen je 
nach Entfernung vom primären Ort der Verletzung in verschiedenen Regionen des 
geschädigten Rückenmarks unterscheiden und lassen auch auf vielfältige 
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Funktionszustände der Makrophagen schließen. Durch die Expression von 
Adhäsionsmolekülen wie LFA-1 werden aktivierte Mikroglia möglicherweise in 
Regionen axonaler Degeneration zurückbehalten, außerdem werden Interaktionen 
mit anderen immunkompetenten Zellen ermöglicht (Hailer et al. 1996, 1997). Die 
unterschiedliche Expression von Aktivierungsmarkern wie LFA-1 ist evt. auf 
Unterschiede in der Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke zurückzuführen. Das 
Ausmaß der Schädigung der Blut-Hirn-Schranke variiert wahrscheinlich abhängig 
vom Abstand zur primären Läsion. Demnach stammt evt. ein größerer Anteil der 
Makrophagen, die sich im Zentrum der Läsion befinden, aus dem Blut und weist 
einen anderen Immunphänotyp auf als Makrophagen in Randbereichen der Läsion 
oder der Zyste, die eher von Mikroglia abstammen. Auch aus dem Blut in die 
Läsion einströmende Substanzen wie Zytokine oder Complementfaktoren beein-
flussen den Immunphänotyp und die Aktivität der Makrophagen. Der Grad der 
Kompromittierung der Blut-Hirn-Schranke wirkt sich demnach entscheidend auf 
das Milieu innerhalb der Läsion aus. Ergebnisse von Fitch und Silver (1997) 
zeigten beispielsweise, daß die Verletzung der Blut-Hirn-Schranke ein entschei-
dender Stimulus für die Produktion von Proteoglycanen in Rückenmarksver-
letzungen ist, deren Ablagerung die axonale Regenerationsfähigkeit beeinflußt.  
7.4. Einfluß der KSPG-Expression auf die axonale Regeneration  
Neben der Entzündungsreaktion moduliert auch die Synthese extrazellulärer 
Matrixmoleküle und verschiedener Proteoglycane in ZNS-Läsionen die axonale 
Regenerationsfähigkeit. Während der neuronalen Entwicklung sind Proteoglycane 
an der Bildung von Grenzstrukturen beteiligt, welche funktionelle Einheiten 
umgeben. Während der axonalen Wachstumsphase lenken diese Proteoglycane 
aussprossende Nervenfasern durch repulsive Eigenschaften; ihre Expression wird 
reduziert, wenn das synaptische Netzwerk ausgereift ist. Es wurde gezeigt, daß 
einige dieser vermutlich inhibitorischen Proteoglycane nach Verletzungen das 
adulten ZNS re-exprimiert werden und durch ihre repulsiven Eigenschaften für die 
fehlende bzw. mangelhafte axonale Regeneration mitverantwortlich sind (Laywell 
und Steindler 1991; Schwab und Bartholdi 1996; Fernaud-Espinosa et al. 1998). 
Diese Vermutung wird durch die Beobachtung unterstützt, daß eine gesteigerte 
Chondroitin Sulfat Proteoglycan- (CSPG-) Expression nach Kontusions-
verletzungen des Rückenmarkes innerhalb und in der Umgebung der Läsion 
stattfindet, die möglicherweise die axonale Regeneration beeinträchtigt (Davies et 
al. 1997; Lemons et al. 1999). Es ist bekannt, daß die bleibenden funktionellen 
Defizite nach Rückenmarkverletzungen teilweise auf regenerationshemmende 
Moleküle zurückzuführen sind (Review: Bartholdi und Schwab 1996). Neuere 
Untersuchungen zeigten, daß die regenerationshemmenden Auswirkungen der 
Oligodendrozyten des adulten ZNS nicht nur auf den Glycoproteinen NI-35/ NI-
250 und dem Myelin-assoziierten Glycoprotein (MAG) beruhen, sondern auch auf 
das von Oligodendrozyten exprimierte CSPG zurückzuführen sind (Niederost et al. 
1999). In vitro-Experimente zeigten, daß die Hemmung der oligodendrozytären 
Proteoglycansynthese durch beta-Xyloside die Permeabilität für axonales 
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Wachstum erhöht (Niederost et al. 1999). Die Bedeutung der KSPG-Expression 
durch die Läsion infiltrierende Zellen wie Meningozyten (Frisen et al. 1992) oder 
Mikroglia (Bovolenta et al. 1993) und die Auswirkungen der extrazellulären 
KSPG-Ablagerung sind unklar. In der vorliegenden Studie wurde daher ein 
möglicher Zusammenhang zwischen der mangelhaften axonalen Regeneration und 
der posttraumatischen KSPG-Expression untersucht.  
Im unoperierten Rückenmark der Wistar-Ratten, die keine konstitutionelle MHC-
II-Expression ruhender Mikroglia zeigten, konnten stark KSPG-positive rami-
fizierte Mikroglia nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis entspricht der Beob-
achtung von Jander und Stoll (1996b), daß eine speziesspezifische, inverse 
Korrelation zwischen der MHC-II- und KSPG-Expression ramifizierter Mikroglia 
besteht. Neben ruhenden Mikroglia im unverletzten Gewebe wiesen auch aktivierte 
Mikroglia in degenerierenden Faserzügen eine deutliche KSPG-IR auf, während 
Makrophagen, die die Läsion infiltrierten, zu allen untersuchten Überlebenszeiten 
KSPG-negativ waren. Diese Beobachtung bestätigt die Ergebnisse von Jander und 
Stoll (1996a, b), Bertoletto et al. (1997) und Giordana et al. (1999), die berichten, 
daß ein Verlust der KSPG-IR zu verzeichnen ist, sobald die Transformation von 
Mikroglia zu Makrophagen in verschiedenen pathologischen Zuständen des ZNS 
stattfindet. Die Verminderung der KSPG-IR der Entzündungszellen während 
inflammatorischer Reaktionen wird möglicherweise durch proinflammatorische 
Zytokine verursacht, die sowohl die Synthese von Proteoglycanen hemmen als 
auch den Proteoglycan-Abbau beschleunigen können (Bhatnagar et al. 1986; 
Saklatvala et al. 1986). In vitro hemmt IL-1 die Collagenproduktion dermaler 
Fibroblasten (Bhatnagar et al. 1986), und der von Makrophagen freigesetzte TNF-
alpha (Tumor-Nekrosefaktor) sowie IL-1 stimulieren die Resorption und hemmen 
die Synthese von Proteoglycanen in Knorpelgewebe (Saklatvala et al. 1986). Der 
Verlust der KSPG-IR aktivierter Makrophagen weist darauf hin, daß die morpho-
logische Transformation von Mikroglia zu Makrophagen ein komplexer Vorgang 
ist, der nicht nur die vermehrte Expression einiger Moleküle wie z.B. ED-1 oder 
MHC-I induziert, sondern auch eine reduzierte Expression bestimmter Ober-
flächenantigene hervorruft. Inwiefern Änderungen der Antigenexpression immun-
kompetenter Zellen ihre Auswirkungen auf die axonale Regeneration beeinflussen, 
ist unklar. Die fehlende KSPG-Expression durch Makrophagen könnte darauf 
hinweisen, daß Makrophagen nicht die zelluläre Quelle dieses potentiell 
inhibitorischen Proteoglycans sind, obwohl die Produktion regenerations-
hemmender Proteoglycane durch Makrophagen diskutiert wird (Fitch und Silver 
1997).  
Während sich zwischen 7 und 14 Tagen nach der Operation nur sehr wenig KSPG 
im Zentrum der Läsion befand, zeigte sich schon 7 Tage postoperativ im Neuropil 
der unmittelbaren Umgebung der Läsion eine deutliche extrazellulären KSPG-
Ablagerung. Zwischen 14 und 21 Tagen konnte ein massiver Anstieg des KSPG-
Gehaltes der Läsion verzeichnet werden, wobei sowohl die extrazelluläre Matrix 
als auch zelluläre Strukturen eine intensive KSPG-IR zeigten. Dies bestätigt die 
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Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Stichel (Stichel et al. 1999a), die eine gesteigerte 
KSPG-Expression nach Transsektion des postkommissuralen Fornix der Ratte 
beobachtete. Während jedoch nach Fornixläsion eine frühe, transiente Steigerung 
der KSPG-Expression dokumentiert wurde, führt das hier untersuchte Modell 
spinaler Kompressionsläsionen zu einer verzögerten KSPG-Expression, die noch 
28 Tage nach der Verletzung persistiert. Diese Unterschiede sind wahrscheinlich 
auf die verschiedenen Läsionsmodelle zurückzuführen. Nach dorsaler Hemisektion 
des Myelons adulter Ratten konnte ebenfalls eine vermehrte Anzahl KSPG-
positiver Zellen im die Läsion umgebenden Gewebe und in Regionen, die 
sekundärer Degeneration unterlagen, festgestellt werden (Grill und Tuszynski 
1999). Insbesondere der Nachweis zahlreicher KSPG-positiver Zellen im Gebiet 
des degenerierenden corticospinalen Traktes führt zum Verdacht, daß KSPG als 
potentiell inhibitorisches Proteoglycan die axonale Regenerationskapazität limitiert 
(Grill und Tuszynski 1999).  
Aus der vorliegenden Untersuchung geht jedoch hervor, daß keine inverse 
räumliche Korrelation zwischen KSPG-Expression und regenerierenden Axonen 
besteht. Innerhalb der Läsion fanden sich sowohl KSPG-reiche Regionen, die von 
Axonen durchquert wurden, als auch KSPG-reiche Gebiete, in denen keine Axone 
nachweisbar waren. Trotz des Fehlens einer inversen räumlichen Korrelation 
zwischen KSPG- und NF200 kD-Expression verlief die starke Steigerung der 
KSPG-Expression zwischen 14 und 21 Tagen postoperativ zeitlich parallel zu 
einem Verlust der Läsion an Axonen. Die in der vorliegenden Studie durch-
geführten Experimente ermöglichen jedoch keine Aussage darüber, ob die Axone, 
die 21 bzw. 28 Tage nach der Verletzung in KSPG-reichen Regionen der Läsion 
nachweisbar waren, schon vor der gesteigerten KSPG-Expression eingesproßt 
waren, oder ob sie auch aktiv in KSPG-haltige Areale einwachsen konnten. 
Inwiefern ein kausaler Zusammenhang zwischen der gesteigerten KSPG-
Expression und der Reduktion der Anzahl der Axone besteht, ist demnach unklar. 
Da jedoch in der unmittelbaren Umgebung der Läsion eine gesteigerte KSPG-
Synthese schon 7 Tage postoperativ zu verzeichnen war und Axone diese Region 
penetrieren und in die Läsion einwachsen, ist es anzunehmen, daß zumindest 
einige axonale Populationen den potentiell inhibitorischen Effekt des KSPG 
tolerieren oder sogar ignorieren können. Wie Ergebnisse von Schnell und Schwab 
(1993) zeigten, sind adulte corticospinale Axone ebenso wie rubrospinale Axone 
(Xu und Martin 1990) jedoch nicht zur spontanen, funktionell relevanten Regene-
ration mit Überbrückung bzw. Durchquerung einer Rückenmarksläsion fähig.  
Es ist auffällig, daß während der Phase der gesteigerten KSPG-Expression, 14 bis 
21 Tage postoperativ, ein hochsignifikanter Abfall der CR3-IR der Makrophagen 
innerhalb der Läsion stattfand. Da proinflammatorische Zytokine die zelluläre 
Proteoglycansynthese hemmen (Bhatnagar et al. 1986; Saklatvala 1986), könnte 
umgekehrt eine Deaktivierung der Makrophagen durch eine verminderte Zytokin-
synthese zu einer gesteigerten Proteoglycansynthese und –ablagerung, z.B. von 
KSPG, führen. Vermutlich besteht ein bislang jedoch ungeklärter Zusammenhang 
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zwischen dem Immunophänotyp bzw. dem Aktivierungszustand der Makrophagen 
und der Zusammensetzung der extrazellulären Matrix. Von Stichel et al. (1999a) 
publizierte Ergebnisse verdeutlichen, daß die pharmakologische Verhinderung der 
extrazellulären Collagen Typ IV-Ablagerung nach Transsektion des post-
kommissuralen Fornix zu einer gesteigerten KSPG-Synthese in der Umgebung der 
Läsion führt und gleichzeitig die Regeneration durchtrennter Axone fördert. Dies 
weist darauf hin, daß in diesem Läsionsmodell die Ablagerung von KSPG die 
axonale Regeneration nicht verhindert, was mit den Ergebnissen der vorliegenden 
Untersuchung übereinstimmt. Die pharmakologische Elimination von Collagen 
verändert die Zusammensetzung des Narbengewebes möglicherweise insofern, als 
daß es zu einer für die axonale Regeneration günstigeren Zusammensetzung der 
extrazellulären Matrix kommt, so daß das Gleichgewicht zwischen inhibitorischen 
und regenerationsfördernden Molekülen auf eine die Regeneration unterstützende 
Weise verschoben wird. Von Weidner et al. (1999) publizierte Ergebnisse, welche 
zeigen, daß die Elimination von Collagen die Regeneration geschädigter 
corticospinaler Bahnen nicht verbessert, weisen jedoch darauf hin, daß die Kompo-
sition der extrazellulären Matrix unterschiedliche Auswirkungen auf verschieden 
axonale Populationen besitzt.  
Während KSPG-positive Zellen in der Umgebung geschädigter Fornixfasern die 
Morphologie von Mikroglia besitzen (Stichel et al. 1999a), fanden sich im hier 
untersuchten Läsionsmodell längliche, spindelförmige Zellen unbekannter Identität 
in der Läsion. Da das geschädigte Gewebe von verschiedenen Zellpopulationen, 
die teilweise aus verletzten spinalen Wurzeln stammen, infiltriert wird, könnte es 
sich bei einigen der KSPG-positiven Zellen um Schwannzellen, Fibroblasten oder 
Meningozyten handeln. Obwohl sich in dieser Studie in den unverletzten 
Meningen keine KSPG-IR zeigte, ergaben in vitro Untersuchungen eine starke 
KSPG-Expression von Meningozyten (Hirsch und Bähr 1999). Dies kann darauf 
zurückzuführen sein, daß der Immunophänotyp bzw. der Aktivierungszustand von 
Meningozyten in Zellkulturen verändert wird (Calingasan et al. 1996). Analog 
verändert sich möglicherweise der Aktivierungszustand von in die Läsion 
migrierenden Meningozyten, so daß diese KSPG-positiv werden. Zukünftige 
Untersuchungen sind nötig, um zu klären, ob die KSPG-Expression vom 
Aktivierungszustand der Zellen abhängig ist. Da dies jedoch nachgewie-
senermaßen bei Mikroglia/Makrophagen der Fall ist, könnte es auch bei Meningo-
zyten eine Rolle spielen. Interessanterweise steigt neben der KSPG-Expression 
auch die NGFr-IR in der Läsion zwischen 14 und 21 Tagen postoperativ stark an. 
Es ist nicht auszuschließen, daß ein Teil der Zellen, die die Läsion zu diesem 
Zeitpunkt infiltrieren, sowohl KSPG- als auch NGFr-positiv sind. Eine gesteigerte 
zelluläre KSPG- und NGFr-IR kann sowohl durch eine vermehrte Migration von 
Zellen in die Läsion als auch durch eine de novo-Expression dieser Antigene 
zustande kommen. Um die Frage der Co-Expression sowie der Identität und 
Herkunft dieser Zellen zu klären, sind u.a. Doppelimmunofluoreszenzfärbungen 
erforderlich. Es ist ebenfalls nicht auszuschließen, daß sich die Art der die Läsion 
74  7. Diskussion 
infiltrierenden Zellen nach unterschiedlichen postoperativen Überlebenszeiten 
ändert. Möglicherweise herrscht nach den längeren Überlebenszeiten eine Zell-
population in der Läsion vor, die weniger günstige Einflüsse auf die Regeneration 
ausübt. Dies würde erklären, warum 21 Tage postoperativ der Gehalt an NGFr-
positiven Zellen im Vergleich zur 14-tägigen Überlebenszeit nicht abgenommen 
hat, die Anzahl NF200 kD-positiver Axone jedoch drastisch reduziert war. Im hier 
untersuchten Läsionsmodell war eine exakte Spezifizierung der die Läsion infiltrie-
renden spindelförmigen Zellen bisher nicht möglich. Es ist bekannt, daß neben 
Schwannzellen u.a. spindelförmige Fibroblasten –ähnliche Zellen Rückenmarks-
läsionen infiltrieren (Pasterkamp et al. 1999). Diese Zellen exprimieren das 
Chemorepellent Semaphorin III und tragen damit evt. zur inhibitorischen Wirkung 
des Narbengewebes bei (Pasterkamp et al. 1999). Welche Rolle dieser Mecha-
nismus im hier untersuchten Läsionsmodell spielt, wurde bisher nicht geklärt. Der 
Einfluß die Läsion infiltrierender Meningozyten ist ebenfalls unklar. Obwohl 
KSPG-positive Meningozyten in vitro die axonale Adhäsion hemmen sollen 
(Hirsch und Bähr 1999), während KSPG-positive Astrozyten keinen negativen 
Effekt auf die axonale Elongation zu besitzen scheinen (Powell und Geller 1999), 
üben Meningozyten möglicherweise regenerationsfördernde Einflüsse in Myelon-
läsionen aus. Frisen et al. (1992) zeigten, daß in Rückenmarksläsionen adulter 
Ratten einwandernde Meningozyten Neurotrophin-Rezeptoren exprimieren und 
sich in enger Nachbarschaft zu regenerierenden Axonen befinden. Dies stützt die 
Hypothese, daß die Auswirkungen KSPG- und andere Proteoglycane 
exprimierender Strukturen auf die axonale Regeneration u.a. von der Co-
Expression weiterer Moleküle, z.B. NGFr, und der Zusammensetzung der umge-
benden Matrix abhängen. Diese Theorie unterstützen auch in vitro Experimente, 
die ergaben, daß KSPG und CSPG das axonale Wachstum auf Laminin-haltigen 
Oberflächen hemmen, während sie nur sehr schwach inhibitorisch bzw. sogar 
leicht wachstumsfördernd auf L1-bedeckten Oberflächen wirken (Dou and Levine 
1995; Gieling et al. 1998). Da die Zusammensetzung der extrazellulären Matrix 
während der neuronalen Entwicklung anders ist als im verletzten adulten ZNS, 
üben die einzelnen Kompenenten während Entwicklung bzw. Regeneration evt. 
unterschiedliche Einflüsse auf die axonale Elongationsfähigkeit aus. 
Möglicherweise wird auch die Sensibilität regenerierender Axone gegenüber 
inhibitorischen Faktoren durch die Komposition der umgebenden Matrix 
beeinflußt. Da proinflammatorische Zytokine sowohl die Synthese von 
Proteoglycanen hemmen als auch den Proteoglycan-Abbau beschleunigen können 
(Saklatvala et al. 1986), führt die im ZNS supprimiert verlaufende post-
traumatische Entzündungsreaktion möglicherweise zu einer vermehrten Akku-
mulation potentiell inhibitorischer Proteoglycane. Neben der im ZNS 
abgeschwächt verlaufenden Entzündungsreaktion scheint das Gleichgewicht 
zwischen regenerationshemmenden und –fördernden Matrix-Molekülen im 
Bereich einer ZNS-Läsion die axonale Regenerationskapazität entscheidend zu 
beeinflussen.  
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7.5. Bedeutung der speziesspezifischen MHC-II-Expression und der 
Autoimmunreaktivität nach Rückenmarkverletzungen 
In den letzten Jahren wurde den durch Rückenmarkverletzungen induzierten 
Autoimmunreaktionen gegen neurale Antigene eine verstärkte Bedeutung beige-
messen (Popovich et al. 1998; Schwartz et al. 1999b). Durch die Verletzung der 
Blut-Hirn-Schranke werden ZNS-Antigene demaskiert und von Lymphozyten der 
peripheren Blutbahn als Fremdantigene erkannt (Popovich et al. 1998). MHC-II-
exprimierende Mikroglia steuern als Antigen-präsentierende Zellen die T-Zell-
Antwort und Autoimmunreaktionen nach Rückenmarkverletzungen (De Simone et 
al. 1995; Popovich et al. 1996b; Popovich et al. 1998). Außerdem stimulieren 
Liganden des MHC-II-Oberflächenantigens die Transkription einiger Zytokine 
kodierender Gene. (Trede et al. 1991). Unterschiede in der Intensität der MHC-II-
Expression beeinflussen daher möglicherweise das Ausmaß der sekundären 
Gewebeschädigung und die Regenerationskapazität nach Rückenmarkverletz-
ungen. Die genaue Rolle der durch Rückenmarkverletzungen induzierten Auto-
reaktivität gegen neurale Antigene ist noch unklar, es werden jedoch sowohl zu 
sekundären Gewebeschäden führende als auch gewebsprotektive Konsequenzen 
diskutiert. So soll die durch die MHC-II-Expression initiierte Autoreaktivität im 
Stadium chronischer Rückenmarkverletzungen u.a. der Aufrechterhaltung der 
immunologischen Toleranz gegen neuronale Antigene dienen (Popovich et al. 
1996b). Mehr als über die posttraumatisch induzierte Autoreaktivität ist über Auto-
immunreaktionen im Rahmen der experimentellen Autoimmun-Enzephalomyelitis 
(EAE) bekannt. Neben MHC-II-Molekülen, die u.a. CD4-positiven T-Helferzellen 
Antigene präsentieren, sind weitere Moleküle wie LFA-1 und ICAM (intercellular 
adhesion molecule) an der Vermittlung von Autoimmunreaktionen beteiligt. LFA-
1-und sein Ligand ICAM-1 gelten als kostimulatorische Faktoren für die Induktion 
der T-Zell-Antwort bei der EAE (De Simone et al. 1995). MHC-II-Moleküle 
scheinen dagegen die T-Zell-Antwort zu hemmen, da Ratten, deren Mikroglia eine 
konstitutiv intensive MHC-II-Expression aufweisen, häufig EAE-resistent sind und 
umgekehrt. Ausnahmen, d.h. EAE-resistente Ratten, deren Mikroglia konstitutiv 
MHC-II-negativ sind, lassen darauf schließen, daß neben MHC-II andere 
kostimulatorische Moleküle, z.B. LFA oder B7, einen entscheidenden Beitrag zur 
Steuerung der T-Zell-Antwort leisten (De Simone et al. 1995).  
Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, daß fast alle Makrophagen im Zentrum der 
Läsion LFA-1-negativ waren, aktivierte Mikroglia bzw. Makrophagen im Rand-
bereich der Läsion und der zystisch degenerierenden Hinterstränge jedoch eine 
starke LFA-1-IR aufwiesen. Je nach Entfernung vom primären Schädigungsort 
bestehen demnach Unterschiede im Aktivierungszustand der Makrophagen, deren 
Bedeutung für das Überwiegen regenerationsfördernder oder -hemmender Effekte 
noch unklar ist (Popovich et al. 1997). Die unterschiedliche Expression die T-Zell-
Antwort stimulierender Antigene wie LFA-1 in verschiedenen Bereichen des ver-
letzten Rückenmarkes weist darauf hin, daß die diversen Ursachen der neuronalen 
bzw. axonalen Schädigung wie direktes Trauma oder sekundäre Degeneration die 
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Immunantwort auf vielfältige, z.T. sogar gegensätzliche Weise beeinflussen. Die 
fehlende Expression des die T-Zell-Antwort stimulierenden LFA-1 im unmittel-
baren Bereich der Läsion und die starke LFA-1-IR im Bereich der degenerierenden 
Hinterstränge könnten ein Hinweis darauf sein, daß nicht nur die posttraumatische 
Autoreaktivität zu sekundärer Gewebeschädigung führt, sondern auch umgekehrt 
potentiell schädigende Autoimmunreaktionen erst durch eine fortschreitende 
sekundäre Gewebeschädigung, wie z.B. die progrediente Zystenbildung, initiiert 
werden.  
Die semiquantitativ vergleichende Untersuchung der posttraumatischen MHC-II-
Expression zwischen operierten Wistar- und Sprague-Dawley-Ratten zeigte eine 
starke Ähnlichkeit bezüglich der Morphologie und Verteilung der MHC-II-
positiven Zellen, die zumeist deutlich kleiner als Makrophagen waren, sich häufig 
in der Nähe von Gefäßen befanden und Lymphozyten oder perivaskulären Zellen 
ähnelten (Popovich et al. 1993). Dies könnte auf die Anwesenheit verschiedener 
Populationen von Entzündungszellen hinweisen, wobei MHC-II-positive Zellen 
evt. aus dem Blut stammen. Zwischen den beiden Spezies bestanden deutliche 
Unterschiede hinsichtlich der Intensität der MHC-II-Expression, da Sprague-
Dawley-Ratten eine erheblich intensivere MHC-II-Expression aufwiesen als 
Wistar-Ratten. Es bestanden ebenfalls Unterschiede hinsichtlich des Zeitverlaufs, 
da in Sprague-Dawley-Ratten ein rascherer Anstieg und eine frühere Herunter-
regulation der posttraumatischen MHC-II-Expression zu verzeichnen waren. 
Während sich in der Läsion der operierten Sprague-Dawley-Ratten 21 Tage post-
operativ, zum Zeitpunkt der stärksten posttraumatischen MHC-II-Expression, 
neben zahlreichen Lymphozyten-ähnlichen Zellen auch MHC-II-positive Makro-
phagen befanden, enthielt die Läsion der Wistar-Ratten nur wenig mehr MHC-II-
positive Zellen als nach kürzeren Überlebenszeiten, jedoch keine MHC-II-posi-
tiven Makrophagen. In degenerierenden Faserzügen und der Zyste distal der 
Läsion wiesen in Wistar-Ratten nur vereinzelte, meist perivaskuläre Zellen eine 
MHC-II-Immunoreaktivität auf. Sprague-Dawley-Ratten hingegen zeigten eine 
deutliche MHC-II-Expression aktivierter Mikroglia im Bereich der degenerieren-
den Hinterstränge und der Vorder- und Seitenstränge. Auffallend war, daß akti-
vierte Mikrogliazellen am Rand der Zyste stark MHC-II-positiv waren, während 
sich MHC-II-negative Makrophagen innerhalb der Zyste befanden, was der Loka-
lisation LFA-1-positiver Zellen ähnelte. Durch die Expression der die T-Zell-
Antwort stimulierenden Moleküle LFA-1 und MHC-II spielen aktivierte Mikro-
gliazellen in dieser Transformationszone vermutlich eine entscheidende Rolle in 
der Vermittlung der Antigenpräsentation und der Induktion der Autoreaktivität.  
Der auffällige Unterschied in der Intensität der MHC-II-Expression zwischen 
Wistar- und Sprague-Dawley-Ratten weist darauf hin, daß der Immunphänotyp 
sowie der Funktionsstatus der Mikroglia und Makrophagen z.T genetisch deter-
miniert sind. Die Induktion der MHC-II-Expression durch Wallersche Dege-
neration, die speziesspezifische Akkumulation MHC-II-positiver Mikroglia in 
Regionen maximaler Degeneration im Zentrum der Läsion sowie die Herunter-
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regulation der MHC-II-Expression im Stadium chronischer Rückenmarksver-
letzungen wurden schon früher beschrieben (Popovich et al. 1993). Deutliche 
speziesspezifische Unterschiede der posttraumatischen MHC-II-Expression von 
Entzündungszellen nach Kontusionsverletzungen des Rückenmarks adulter Ratten 
wurden ebenfalls von Popovich et al. (1997) beobachtet. Diese Untersuchungen 
ergaben, daß Sprague-Dawley-Ratten eine wesentlich intensivere posttraumatische 
MHC-II-Expression aufweisen als Lewis-Ratten; übereinstimmend damit zeigte 
die vorliegende Untersuchung gleichfalls eine deutlich intensivere MHC-II-IR der 
Sprague-Dawley- als der Wistar-Ratten. Die Regulation der MHC-II Expression ist 
komplex und unterliegt verschiedenen Einflußgrößen. Beispielsweise werden die 
MHC-II-Expression und die Antigenpräsentation durch Makrophagen durch den 
von Astrozyten produzierte GM-CSF (granulocyte macrophage-colony stimulating 
factor) und durch TGF-ß1 gehemmt (Loughlin et al. 1993; Hayashi et al. 1997); 
Astrozyten gelten als wichtige Kandidaten für die Beeinflussung der Diffe-
renzierung und Aktivierung von Mikroglia. Unterschiede in der astrozytären 
Produktion proinflammatorischer Zytokine zwischen EAE-susceptiblen und –
resistenten Rattenspezies, die sich durch die Intensität ihrer MHC-II-Expression 
unterscheiden, sind bekannt (Chung et al. 1991). Die Steuerung der MHC-II-
Expression unterliegt also u.a. genetisch determinierten astrozytären Einflüssen. 
Demnach scheint die Induktion der MHC-II-Expression durch Wallersche Degene-
ration und innerhalb der Läsion u.a. von genetischen Determinanten, denen die 
Reaktivität des Immunsystems unterliegt, abhängig zu sein. Beispielsweise gibt es 
Anhaltspunkte dafür, daß die speziesspezifische MHC-II- und Keratan-Sulfat-
Proteoglycan (KSPG)- Expression mit der EAE-Susceptibilität korreliert sind. 
Rattenspezies, die eine starke konstitutive MHC-II- und eine geringe KSPG- 
Expression aufweisen, sind häufig resistent gegenüber EAE, während Ratten-
spezies mit geringer MHC-II-Expression oft EAE-susceptibel sind (Jander und 
Stoll 1996b). Der u.a. genetisch determinierte Aktivierungszustand der Mikroglia 
und die daraus resultierende Triggerung der Autoreaktivität entscheiden 
möglicherweise mit darüber, wie stark das ZNS durch pathologische Einwirkungen 
bzw. Zustände geschädigt wird. Zur Klärung der prognostischen Bedeutung 
genetisch determinierter Unterschiede des Immunphänotyps der Mikroglia 
/Makrophagen für die Regeneration nach traumatischen Rückenmarks-
schädigungen wären jedoch z.B. vergleichende Tierverhaltensstudien notwendig.  
Zusammenfassend bleibt festzuhalten, daß die komplexe posttraumatische 
Entzündungsreaktion innerhalb des ZNS gegensätzliche Auswirkungen auf die 
Regeneration hat. Spontane endogene Regenerationsvorgänge laufen nach Myelon-
verletzungen wider Erwarten erstaunlich organisiert und in bemerkenswertem 
Ausmaß ab. Diese gehen u.a. mit der Infiltration der Läsion durch Makrophagen, 
NGFr-positive Zellen und mit dem Einsprossen von Axonen einher. Dieser Phase 
überraschend intensiver Regenerationsvorgänge folgt jedoch eine massive 
Reduktion der axonalen Elongation, wobei jedoch keine inverse räumliche 
Korrelation zwischen NF200 kD-positiven Axonen und dem posttraumatisch ver-
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mehrt exprimierten Proteoglycan KSPG festzustellen war. Die quantitative 
Analyse bestätigte eine eindeutige zeitliche Korrelation zwischen Regenerations-
vorgängen und dem Aktivierungszustand der Makrophagen. Zum Zeitpunkt der 
intensivsten axonalen Regenerationsvorgänge war die Expression des Phago-
zytose-assoziierten Antigens CR3 und somit wahrscheinlich auch die Makro-
phagenaktivität am größten, während die darauffolgende axonale Retraktion mit 
einem erheblichen Verlust der phagozytären CR3-IR, also vermutlich einer 
phagozytären Deaktivierung, einherging. Die detaillierte Charakterisierung des 
Imunphänotyps posttraumatisch aktivierter Makrophagen kann als Vergleichsbasis 
für zukünftige experimentelle Therapieansätze dienen, z.B. könnte die Identi-
fikation regenerationsfördernder Makrophagenpopulationen deren gezielte pharma-
kologische Manipulation und damit eine wenig- bzw. nicht-invasive therapeutische 
Möglichkeit zur Behandlung von Rückenmarkverletzung eröffnen.  
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